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Proucevali smo razgradnjo kloriranega organskega pesticida lindana z izbranimi
vrstami lesnih gliv. Lindan smo v tekocih kulturah za razlicna Casovna obdobja
izpostavili Stirim vrstam gliv bele trohnobe (Trametes versicolor, Hypoxylon
fragiforme, Chondrostereum purpureum in Pleurotus ostreatus) ter eni glivi rjave
trohnobe (Gloeophyllum trabeum). 1z tekoc¢ih kultur gliv smo lindan ekstrahirali z
ekstrakcijo iz filtratov in iz homogenatov tekocih kultur gliv. Prouc¢evali smo tudi
primernost nacina ekstrakcije lindana iz tekocih kultur gliv za doloCanje razgradnje
lindana. Pri vrstah T. versicolor, H. fragiforme in P. ostreatus izbira metode
ekstrakcije lindana iz tekoCih kultur gliv ni vplivala na doloCanje razgradnje
lindana. Razgradnja lindana z glivami bele trohnobe je, razen v tekocih kulturah
glive C. purpureum, narascala s ¢asom izpostavitve lindana kulturam gliv. Po 21
dneh izpostavitve lindana teko¢im kulturam gliv T. versicolor, H. fragiforme in
P. ostreatus smo dolocili ve¢ kot 90 % razgradnjo lindana. Razgradnja lindana z
glivo rjave trohnobe G. trabeum ni bila uspeSna. Domnevamo, da smo manjSo
kolic¢ino lindana po izpostavitvi lindana kulturam gliv C. purpureum in G. trabeum

dolocili predvsem zaradi njegove adsorpcije na povrsino micelija.
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The ability of four white-rot fungi (Trametes versicolor, Hypoxylon fragiforme,
Chondrostereum purpureum and Pleurotus ostreatus) and one brown-rot fungus
(Gloeophyllum trabeum) to degrade an organochlorine insecticide, lindane, in
liquid cultures was studied. Lindane was exposed to fungal liquid cultures for
various lengths of time. In order to extract lindane from fungal liquid cultures two
different methods of extraction were used: extraction of lindane from filtrates, and
from homogenised fungal liquid cultures. Both extraction methods were examined
for their appropriateness in determining the exact amount of lindane in liquid
cultures. White-rots were able to degrade lindane. The degradation rate increased
with incubation period of lindane in liquid cultures inoculated with all white rots
but C. purpureum. After 21 days of incubation over 90 % of lindane degradation by
T. versicolor, H. fragiforme and P. ostreatus was measured. Degradation of lindane
by a brown rot G. trabeum did not occur. The selection of extraction method used
to establish the amount of lindane in liquid cultures of T. versicolor, H. fragiforme
and P. ostreatus had no noticeable effect on the determined degradation values.
Lindane removal from the culture media, inoculated with C. purpureum and G.

trabeum, presumably occurred via adsorption onto the fungal biomass.
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1 UVOD

Eden izmed vecjih problemov, s katerimi se sooamo v industrializiranem svetu, je
onesnazenost okolja z nevarnimi in toksi¢nimi kemikalijami. Njihovo proizvodnjo in
vnasanje v okolje skuSamo zakonsko prepreciti ali omejiti, vendar se je znaten delez
onesnazevanja zgodil Ze v preteklosti. Onesnazevanja kljub preprecitvenim ukrepom ne

moremo prepreciti niti v prihodnosti.

Les vecine evropskih drevesnih vrst je neodporen proti lesnim Skodljivcem, zato ga
moramo zaScititi in tako povecati njegovo odpornost. Vecina klasi¢nih zascitnih sredstev
za les predstavlja nevarnost za okolje in cloveka v postopku njihove proizvodnje,
transporta, zascite in uporabe lesa, pa tudi po tem, ko je zaSciteni les umaknjen iz uporabe.
Lindan je kloriran organski pesticid, ki se je v preteklosti Siroko uporabljal za zatiranje
Skodljivecev v kmetijstvu in za zaScito lesa. Pri uporabi zasCitenega lesa v zaprtih prostorih
prihaja do dolgotrajne izpostavljenosti lindanu. Zas¢itenega lesa ni dovoljeno prosto
odlagati, ker se biocidi lahko izloc¢ajo v prst ter povrSinske in podtalne vode. SeZiganje z
biocidi zasCitenega lesa je dovoljeno le v posebnih napravah, kar pa je relativno drago.
Posebno tezavo predstavljajo leseni predmeti kulturne dediscine, ki so zasciteni s takSnimi

pripravki, saj to omejuje moznosti za njihovo proucevanje, restavriranje in razstavljanje.

Ostanke lindana zaradi izjemne obstojnosti v okolju danes najdemo prakti¢no povsod.
Zaradi Skodljivih ucinkov na organizme Zelimo zmanjSati njegovo prisotnost v okolju.
Okolju prijazno resitev bioremediacije predstavljajo postopki razgradnje z lesnimi glivami.
Ligninoliti¢ne glive s pomocjo ektoencimov razgrajujejo komponente lesa, sposobne pa so

tudi razgradnje ligninu strukturno podobnih biocidov.

V diplomskem delu smo proucevali razgradnjo lindana z lesnimi glivami v odvisnosti od
Casa izpostavitve lindana tekoCim kulturam gliv. Ugotavljali smo primernost metode
ekstrakcije za dolocitev koli¢ine lindana v tekoCem mediju. Proucevali smo tudi

sposobnost posamezne vrste glive za mikoremediacijo lindana.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PESTICIDI

Pesticidi so snovi, ki se uporabljajo za zatiranje Skodljivcev, plevelov in rastlinskih
bolezni. Ve¢inoma se uporabljajo v kmetijstvu za povecanje poljedeljske proizvodnje,
poleg tega pa se uporabljajo tudi kot dezinsekcijska in deratizacijska sredstva za zatiranje
zivali, ki prenaSajo bolezni, za dezinfekcijo, razkuzevanje pitne in bazenske vode, v
lesarstvu in gozdarstvu pa kot zascCitni pripravki pred Skodljivci. Ostanki pesticidov ali

njihovih razgradnih produktov predstavljajo okoljsko tezavo po vsem svetu.

Po izvoru pesticide delimo na sinteticne in naravne. Med slednje uvrS¢amo dolocene
mikroorganizme ali pa snovi, izolirane iz rastlin. Sinteti¢ni pesticidi lahko ob neustrezni
rabi ogrozajo okolje in ¢loveka. Stopnja toksicnosti je odvisna od njihove kemijske
sestave. Pesticidi, tako kot zdravila, vsebujejo aktivno substanco, ki ji je dodan inertni
medij oziroma stabilizator. Zaradi velike uporabe pesticidov so ti prisotni v okolju, Zivilih
in celo ljudeh. V okolje lahko pridejo tudi zaradi neprimernega nacina odlaganja odpadnih

snovi, zaradi nesre¢ pri transportu ali nepravilne rabe.

Negativni vpliv pesticidov na Zive organizme je odvisen od koncentracije pesticida, stopnje
razgradljivosti, obstojnosti v okolju, sposobnosti bioakumulacije, vklju€evanja v

prehranjevalne verige, mutagenosti in drugih dejavnikov.

Pesticide najpogosteje delimo glede na ciljno skupino organizmov, ki jih skupina

pesticidov unicuje (preglednica 1), in glede na kemicno sestavo (preglednica 2).

Preglednica 1: Skupine pesticidov glede na ciljne organizme.

(()Ijg;?izsll:(l)[‘)’ina Skupina pesticidov |Nekatere aktivne snovi

glive fungicidi kaptan, benomil, triadimefon, folpet,
mankozeb

7uzelke insekticidi DDT, metidation, metomil, lindan, heptaklor

pleveli herbicidi atrazin, alaklor, simazin, 2,4-D

prsice akaricidi dikofol, propargit, klorfentazin

glodavci rodenticidi endrin, varfarin, cinkfosfid

polzi limacidi metaldehid, metiokarb
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Preglednica 2: Skupine organskih pesticidov glede na kemi¢no sestavo.

Kemic¢na skupina Nekatere aktivne snovi
ORGANOFOSFORNI PESTICIDI fosfamidon, dikrotofos

- fosfatni estri matamidofos

- fosfotio estri klorpirifos, diazinon, malation
KARBAMATI karbaril, klorprofam, propoksur

- tiokarbamati butilat, tiobenkarb

- ditokarbamati tiram

ORGANOKLORNI PESTICIDI

- diklorodifeniletani DDT, dikofol, metoksiklor, klordan,

- ciklodieni dieldrin, eldrin, toksafen, heksaklorbenzen
- klorirani benzeni in cikloheksani (HCB), heksaklorocikloheksan (HCH),
- klorirani fenoli in bifenili pentaklorofenol, bifenili (PCB)
KLORFENOKSI KISLINE 2,4-D, MCPA, silveks

DRUGI PESTICIDI

- acetanilidi alaklor, metolaklor

- bipiridili parakvat, dikvat

- fenilureati diuron, linuron

- ftalimidi kaptan, folpet

- triazini atrazin, simazin cianazin, desetilatrazin

Organoklorni pesticidi, kot je lindan, vecinoma vsebujejo ogljik, vodik in klor. Njihov
razpad je pocasen in v okolju lahko ostanejo Se dolgo Casa po uporabi, v organizmih pa
dolgo Casa po izpostavitvi. Topni so v nepolarnih topilih in mas¢obah, zaradi ¢esar lahko
prehajajo preko hrane v organizme. V telesu se nabirajo v mascobnem tkivu, pa tudi v
jetrih in mleku. Pesticide zauZijemo tudi s sadjem in zelenjavo, ki so bili z njimi za$¢iteni

pred skodljivci.

S pesticidi kontaminiran prah se lahko prenasa po zraku in se lahko odloZi na oddaljene

kraje, zato so pesticidi v okolju zelo razsirjeni.

Snovi, ki jih organizmi ne tvorijo sami (za njihov nastanek nimajo metabolne poti), jih pa
najdemo v organizmih, imenujemo ksenobiotiki. Ksenobiotiki so tudi snovi, ki so v okolju
ali v organizmih prisotne v mnogo visjih koncentracijah od obic¢ajnih (Vidic, 2008). Izraz
ksenobiotik uporabljamo tudi v povezavi z onesnazevali in pomenijo snovi, ki so tuje
celotnemu bioloSkemu sistemu oziroma snovi, ki v naravi niso obstajale, preden jih je

sintetiziral ¢lovek.
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2.1.1 Lindan
Lindan (la,2a,3B,40,50,6B-heksaklorocikloheksan, y-HCH) (slika 1) je organoklorni

insekticid. Pridobivajo ga z adicijo treh molekul klora na molekulo benzena, reakcijo pa
aktivirajo z ultravijolicnim obsevanjem (Alloway in Ayres, 1993). Teoreti¢no lahko
nastane osem geometri¢nih izomerov, kjer so atomi klora razporejeni na razlicnih mestih v
obrocu cikloheksana. Pri reakciji nastane pet razlicnih izomerov, deleZ gama izomera pa je
med 10 in 15 odstotki. Lindan je prvi¢ opisal Van de Linden leta 1912, komercialno

proizvodnjo pa je leta 1942 pricelo podjetje Imperial Chemical Industries.

cI” el
Cl

Slika 1: Lindan (1a,20,3,40,50,6B-heksaklorocikloheksan, y-HCH).

Lindan ima v kristalni obliki belo barvo ter rahel zatohel vonj. TaliS¢e ima pri 112 do
113°C, vrelisce pa pri 323,4 °C (pri 760 mm Hg) (Phillips in sod., 2005). V vodi je skoraj
netopen (7 do 10 mg/I pri 20 °C), bolje se topi v etanolu, etru, benzenu in acetonu. Lindan
je izredno odporen na vrocino, svetlobo, zrak, ogljikov dioksid ter mocne kisline. V

prisotnosti baz lahko potece deklorinacija.

V okolju je lindan zelo obstojen. Poleg tega ima tudi teZnjo po bioakumulaciji. Kopici se v
mascobah, kjer lahko ostane dolgo ¢asa (Zucchini-Pascal in sod., 2009). Toksicen je tudi
strup. Pri ljudeh povzroca nevroloSke bolezni, pri podganah in miSih pa raka na jetrih
(Siddique in sod., 2002). Domnevno deluje tako, da z vezavo na njegov receptor prepreci
delovanje nevrotransmiterja gama aminobutiri¢na kislina (GABA), s ¢imer prepreci prenos

Zivénega potenciala vzdolz zivénih celic (Toxicological profile ..., 2005).
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Ceprav je lindan v primernih pogojih tudi biorazgradljiv, lahko v zemlji ostaja prisoten ve¢
let. Lindan razpada na soncni svetlobi. Stopnja razgradnje je odvisna od temperature in
intenzitete svetlobe. Odstranitev lindana iz zemlje je najveckrat posledica mikrobne

razgradnje (Phillips in sod., 2005).

Lindan se je uporabljal po vsem svetu predvsem kot insekticid. Uporabljali so ga v
kmetijstvu in za zaScito lesa, pa tudi za zatiranje komarjev. Danes lindan v te namene Se
vedno uporabljajo v nekaterih drZzavah v razvoju, drugod pa lindan uporabljajo kot sredstvo
za zdravljenje naglavnih uSi in garij pri ljudeh in Zivalih. V mnogih razvitih drzavah je
uporaba lindana prepovedana, vendar pa je zaradi obstojnosti v okolju Se vedno prisoten,

kar predstavlja resen toksikoloski problem (Gadd, 2001).

2.2 BIOREMEDIACUJA

Razgradnja onesnazeval v okolju poteka z bioloskimi, kemijskimi in fotokemijskimi
procesi. Proces, v katerem onesnaZeno okolje povrnemo v prvotno stanje, imenujemo

remediacija.

Bioremediacija je uporaba organizmov za razgradnjo ali odstranitev onesnaZeval iz okolja.
Pri tem organizem (mikroorganizem, gliva, rastlina ali njihovi encimi) onesnaZevalo
porablja kot vir hrane, ga kometabolizira ali pa kopic¢i. Namen bioremediacije je zmanjSati
koli¢ino onesnaZeval na nivo nezaznavnih ali netoksi¢nih koncentracij. Cilj je popolna
razgradnja organskih onesnazeval do CO,, v primeru kovin pa njihova odstranitev s

sorpcijo ali transformacijo v manj toksi¢ne oblike (Pointing, 2001).

Glede na uporabljene organizme delimo bioremediacijo na fitoremediacijo (uporaba
rastlin), baktoremediacijo (uporaba bakterij) in mikoremediacijo (uporaba gliv) (Vidic,

2008).

Bioremediacija je obi¢ajno najcenejSa metoda remediacije, vendar pa zahteva vec €asa kot
druge metode. Prav tako je bioremediacijo teZje nadzorovati in voditi (Stopar, 2009).
Prednosti bioremediacije pred drugimi postopki so (Diehl in Borazjani, 2000; Stopar,
2009):

- varnost: bioremediacija je manj nevarna za ljudi, ki jo izvajajo, poleg tega pogosto

poteka na mestu onesnaZenja in zato transport odpadkov ni potreben,
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- ekonomicnost: stroski razstrupljanja se lahko zmanjSajo za 20 do 50 %, postopek pa
lahko poteka kontinuirano,

- okoljska sprejemljivost: pri bioremediaciji se onesnazevala razgradijo v netoksi¢ne
produkte,

- druZbena sprejemljivost: bioremediacija predstavlja naraven nacin ¢iS€enja okolja in je

za javnost bolj sprejemljiva.

Bioremediacija je manj ucinkovita v primeru nizke biodostopnosti onesnazevala. Med
pomanjkljivosti lahko uvrS€amo njeno odvisnost od okoljskih pogojev ter relativno
pocasnost samega postopka. Neustrezna je v primeru, ko onesnazeno obmocje vsebuje

toksi¢ne snovi za organizem, s katerim Zelimo opraviti bioremediacijo.

Razgradnja organskih molekul v vodi in v zemlji je skoraj vedno posledica mikrobne
aktivnosti. Pri tem se organski substrat pretvori v anorganski produkt. Posledica
mineralizacije je detoksifikacija, razen v primerih, ko nastali produkt predstavlja nevarnost
za okolje. Organske molekule, ki so v okolju zelo obstojne in dolgo prisotne,
mikroorganizmi razgrajujejo zelo pocasi ali pa jih niso sposobni razgraditi (Alexander,
1981). Iskanje novih bioremediacijskih nacinov za tak$ne snovi zato ostaja izziv mnogim

znanstvenikom.

2.2.1 Mikoremediacija (bioremediacija z ligninoliticnimi glivami)

Lesne glive so sposobne transformacije izredno raznolikih nevarnih kemikalij. Iz okolja
lahko odstranijo kovine, z vidika bioremediacije kloriranih organskih biocidov pa so Se
posebej pomembne glive povzroditeljice bele trohnobe. Te imajo razvite relativno
nespecificne encimske sisteme za razgradnjo lignina, ki so zato lahko ucinkoviti tudi pri
razgradnji ligninu strukturno podobnih organskih onesnazeval. Ligninoliticne glive lahko
razgradijo in mineralizirajo fenole ter klorirane fenolne spojine, poliklorirane bifenile,
poliaromatske ogljikovodike, klorirane pesticide, nafto in njene derivate, eksplozive,

barvila ter druge kemijsko podobne snovi (Singh, 2006; Quintero in sod., 2008).

2.2.1.1 Glive bele trohnobe

Glive povzrociteljice bele trohnobe imajo edinstveno sposobnost popolne depolimerizacije

in razgradnje lignina do ogljikovega dioksida (Aust, 1990). Lignin spada med najbolj
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razSirjene naravne aromatske polimere, poleg celuloze in hemiceluloz pa spada med glavne
kemicne in strukturne komponente olesenele celiCne stene. Lignin sestavlja 20 do 30 %
celicne stene ter okoli celuloze in hemiceluloz tvori matriks, s ¢imer jih varuje pred
razgradnjo. Lignin je zelo razvejana amorfna polimerna makromolekula iz fenilpropanskih
podenot (slika 2) (Zabel in Morrell, 1992; Schoemaker in Piontek, 1996). Raznolikost
ligninskih podenot in vezi med njimi zahteva nespecificen razgradni sistem, ki ga
posedujejo glive bele trohnobe. Razgradnja biopolimerov navadno poteka z visoko
specificnimi encimi; ti se vezejo na regije polimerov tocno dolocene topografije in vezi
cepijo le med specificnimi podenotami polimera. Lignin je hidrofoben in netopen ter ima
kompleksno tridimenzionalno strukturo. Podenote lignina se v polimer zdruZujejo
naklju¢no, med seboj pa so povezane z razli¢nimi tipi kemijskih vezi. Zato razgradnja
lignina ne more potekati tako kot pri drugih, bolj linearnih in hidrofilnih polimerih ter z
encimi, ki so aktivni v vodnem okolju, delujejo le na specifi¢na zaporedja podenot v
polimerih ter cepijo le dolo¢en tip kemijskih vezi (de Sousa Fragoeiro, 2005).
Mineralizacija lignina je aerobni oksidativni proces (Kirk in Farrell, 1987; Quintero in
sod., 2008; Sanchez, 2009).
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Slika 2: Predlagan model strukture lignina (Fengel in Wegener, 1989).
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Glive bele trohnobe lahko metabolizirajo vse glavne komponente lesa, tako celulozo,
hemiceluloze in predvsem lignin. Razkrojeni del lesa je zaradi oksidativnega razkroja
lignina svetlejsi, zato to vrsto razkroja imenujemo bela trohnoba. Belo trohnobo delimo na
simultano in selektivno (Schwarze in sod., 2000). Glive bele trohnobe, ki najprej razgradijo
lignin in nato celulozo in hemiceluloze, imenujemo selektivne delignifikatorke. Tiste glive,
ki razgrajujejo lignin in polisaharidne sestavine lesa hkrati, pa imenujemo neselektivne ali

simultane delignifikatorke (Zabel in Morrell, 1992; Tavzes, 2003, Martinez in sod., 2005).

Polimer lignina je prevelik za endocitozo, zato je sistem za njegovo razgradnjo
ekstracelularen (lizotrofen). Encimski sistem, ki ga glive uporabljajo za razgradnjo lignina,
je oksidativen, zaradi prostorske neurejenosti lignina pa tudi relativno nespecificen

(Hammel, 1995).

2.2.1.2 Mehanizem razgradnje lignina in ligninoliti¢ni encimi

Ligninoliti¢ni encimski sistem gliv bele trohnobe temelji na treh ekstracelularnih encimih:
lignin peroksidazi (LiP), od mangana odvisni peroksidazi (MnP) in lakazi (Lac) (Reddy,
1995). Vecina gliv bele trohnobe izraza vsaj dva ali vse tri ligninoliti¢ne encime, nekatere
vrste pa najverjetneje le enega (Pointing, 2001). Razgradnja lignina poteka z oksidacijo, ki
jo katalizirajo omenjeni encimi, pri ¢emer nastajajo prosti kationski radikali ligninskih
podenot. Ti so nestabilni in reaktivni ter povzrocijo Stevilne spontane cepitve ligninske
makromolekule v manjSe enote (Kirk in Farrell, 1987; Zabel in Morrell, 1992; Tavzes,

2003).

Glive bele trohnobe so najpomembnejSi razgrajevalci lesa v naravi. Da bi prisle do
celuloze in hemiceluloz, morajo razgraditi ligninski matriks, ki jih obdaja. Ligninoliticne
glive lignina ne uporabljajo kot edini vir energije in ogljika (Sdnchez, 2009). Ligninoliza
poteka v sekundarnem metabolizmu oziroma ob pomanjkanju hranil, predvsem duSika in
ogljika (Bumpus in sod., 1985). Na ta nacin se gliva ob prisotnosti laze dosegljivih
substratov izogne sintezi in sekreciji metabolno potratnih ligninoliticnih encimov
(Hammel, 1997). NovejSe raziskave kazejo, da lahko pride do izraZanja ligninoliti¢nih
encimov tudi v zacetni fazi glivne okuZzbe lesa, ko ima gliva na voljo Se dovolj hranil

(Janse in sod., 1998; Messner in sod., 1998; Tavzes, 2003).
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2.2.1.2.1 Lignin peroksidaza

Lignin peroksidaze so bili prvi odkriti ligninoliti¢ni encimi. Tako kot ostale peroksidaze,
predvsem hrenova peroksidaza, vsebujejo molekulo hema z Zelezovim ionom in so

glikozilirane.

LiP delujejo s peroksidacijskim ciklom (slika 3). Vodikov peroksid oksidira LiP, pri ¢emer
nastane intermediat, imenovan komponenta I, ki mu primanjkujeta dva elektrona.
Komponenta I se v prvotno stanje vrne z dvema enoelektronskima oksidacijama substrata —
lignina. Pri tem nastane kationski radikal, ki nadalje reagira brez posredovanja encima. Po
prvi redukciji iz komponente I nastane vmesna stopnja, imenovana komponenta II. LiP so
mocnejsi oksidanti kot ostale peroksidaze in lahko poleg obicajnih substratov, kot so fenoli
in aromatski amini, oksidirajo tudi mnozico policikli¢énih aromatov in drugih aromatskih

etrov, ki so strukturno podobni ligninu (Aust, 1995; Reddy, 1995; Tavzes, 2003).

Re H,0,
Fe*
RH H0
0 0
+
komponenta |l komponenta |

Re RH

Slika 3: Kataliti¢ni cikel LiP (Aust, 1995).

2.2.1.2.2 Mangan peroksidaza

MnP so prav tako kot LiP glikozilirani hemoproteini in tudi delujejo podobno kot LiP.
Komponenta I, ki nastane po oksidaciji MnP z vodikovim peroksidom, se preko pretvorbe
Mn(II) v Mn(IIT) spremeni v komponento II, ki se z enako pretvorbo Mn(Il) v Mn(III)
povrne v izhodiS¢no stanje encima. Mn(Ill), ki nastaja pri reakciji, kelirajo organske
kisline, tako pa postane bolj stabilen in se laZe sprosti z encima. Kelati Mn(III) delujejo kot

difuzivni oksidanti in oksidirajo Stevilne fenolne substrate, vkljucno z ligninom, pri ¢emer



Ulénik A. Ugotavljanje remediacijskega potenciala ligninoliti¢nih gliv za razgradnjo lindana. 10
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

nastajajo prosti kationski radikali (Hammel, 1997; Wariishi in sod., 1992; Podgornik,
2000; Tavzes, 2003; Sanchez, 2009).

Kot drugi encimi, sta LiP in MnP preveliki, da bi prehajala v olesenelo celi¢no steno, zato
je njuno delovanje omejeno na povrsino celi¢ne stene. Vendar pa raziskave kazejo, da
lahko glive bele trohnobe razgrajujejo lignin v notranjosti celi¢ne stene Se preden je ta
razgrajena do stopnje, pri kateri bi encimi lahko prodirali vanjo. Hammel (1997) je zato
predlagal posredno delovanje peroksidaz z oksidacijami substratov z majhno relativno
molekulsko maso. Ti bi lahko prodirali v lignocelulozni matriks in oddaljeni od encimov
delovali kot oksidanti. TakSna substrata naj bi bila veratril alkohol (VA) in Mn(II). Veratril
alkohol je naravni sekundarni metabolit glive. Po oksidaciji iz njega nastane VA", vendar
pa je vloga VA kot posrednika pri razgradnji lignina vprasljiva, ¢e upostevamo izjemno
kratko Zivljenjsko dobo njegovega radikala, ki znaSa najve¢ milisekundo (Candeias in
Harvey, 1995; Podgornik, 2000; Tavzes, 2003). Vloga Mn(III) v procesu oksidacije z MnP
je splos$no privzeta in nesporna (Zabel in Morrell, 1992; Schmidt, 2006).

2.2.1.2.3 Lakaza

Lakaze so ekstracelularni glikoproteini, ki spadajo med oksidaze in vsebujejo Stiri bakrove
atome. Najdemo jih v rastlinah, glivah in mikroorganizmih, odkrili pa so jih tudi pri
insektih (Martinez in sod., 2005; Sharma in Kuhad, 2008). Vloge, ki jih imajo lakaze v
naStetih organizmih, so razli¢ne. Pri glivah so tako na primer udeleZene v razkroj lignina,
pri rastlinah pa v njegovo sintezo. Lakaze v tekocih kulturah proizvajajo tudi nekatere

glive rjave trohnobe (Martinez in sod., 2005).

Lakaze katalizirajo enoelektronsko oksidacijo Stevilnih organskih substratov, pri ¢emer se
bakrovi atomi reducirajo in nastanejo kationski radikali (Yaropolov in sod., 1994). V
prvotno stanje se encim povrne z redukcijo molekularnega kisika do vode (Hammel, 1997,
Tavzes, 2003). Lakaze so zaradi relativno velike nespecifi¢ne oksidacijske sposobnosti
uporabne za Stevilne biotehnoloSke aplikacije. Uporabili so jih Ze v encimskih imunskih
analizah (Enzyme immunoassay, EIA), kjer so z njimi zamenjali uveljavljene hrenove
peroksidaze, v biosenzorjih pa so z njimi analizirali fenolne snovi v ¢ajih (Yaropolov in
sod., 1994; Podgornik, 2000). Zaradi sposobnosti oksidacije Stevilnih komponent se lakaze

uporabljajo tudi za razli¢ne kemijske sinteze (Yaropolov in sod., 1994). Komercialno se
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lakaze uporabljajo za beljenje tekstila ter na podro¢jih medicine, prehrane, okolja in pri
proizvodnji papirja (Sharma in Kuhad, 2008). V pivovarstvu se lakaze uporabljajo za
preprecitev nastanka nezelenih arom, proizvodnja lakaz za te namene pa poteka s
submerzno kultivacijo gensko spremenjene nitaste glive Aspergillus oryzae, ki izraza gen
za lakazo iz glive Myceliophthora thermophila (Olempska-Beer, 2004). Lakaze so v
lesarstvu uporabne pri proizvodnji ivernih ploS¢ ter za izboljSanje penetracije zasCitnih

sredstev v les (Mai in sod., 2004).

2.2.2 Glive rjave trohnobe

Glive povzrociteljice rjave trohnobe razgrajujejo celulozo in hemiceluloze v oleseneli
celi¢ni steni, ne pa tudi lignina. Ta je po razgradnji modificiran, vendar vecinoma
nerazgrajen ter rjave barve, zaradi Cesar to vrsto razkroja imenujemo rjava trohnoba (Gadd,
2001). Za bioremediacijo lesa, zaSCitenega s pripravki na osnovi bakra (anorganska
zascitna sredstva), uporabljamo glive rjave trohnobe in bakterije (Humar in Pohleven,
2005). Anorganski biocidi so nerazgradljivi, zato jih je potrebno iz lesa izpirati. Izpiranje je
mozno z izpostavitvijo odpadnega zaSCitenega lesa glivnim izolatom, ki so odporni na
bakrove pripravke. Glive rjave trohnobe izlocajo velike koli¢ine oksalne kisline, ki ima
visoko afiniteto do tvorbe topnih kompleksov s kovinami. Po izpostavitvi lesa glivam
lahko takSne komplekse izperemo iz lesa. Razgradnja organskih onesnazeval je mnogo bolj

kot z glivami rjave trohnobe raziskana z uporabo gliv bele trohnobe.

2.2.3 Mikoremediacija ksenobiotikov

Glive bele trohnobe so sposobne razgradnje Sirokega spektra izjemno odpornih organskih
onesnazeval, ki so strukturno podobni ligninu. Z glivami bele trohnobe so tako v Stevilnih
raziskavah razgradili razli¢na sinteti¢na barvila, klorirane fenole, policiklicne aromatske
ogljikovodike ter poliklorirane bifenile (Gadd, 2001). Mnogi ksenobiotiki v okolju niso
naravno prisotni, zato je ta sposobnost toliko bolj presenetljiva. Nemalokrat so lesne glive
edini organizmi, ki so sposobni njihove razgradnje. Sposobnost razgradnje ksenobiotikov z
ligninoliticnimi glivami pripisujemo mehanizmu prostih radikalov, ki ga sprozijo
ekstracelularne peroksidaze in oksidaze (Pointing, 2001). Za uspesno mineralizacijo glive
potrebujejo primarni vir ogljika in primanjkljaj katerega od hranilnih virov (predvsem

dusika), ki sprozi izrazanje ligninoliticnih encimov (Pointing, 2001; Humar in Pohleven,
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2005). Z vidika razgradnje onesnazeval so Se posebej zanimive LiP, saj imajo v primerjavi
z ostalimi peroksidazami visok oksidacijski potencial in je posledi¢no obseg snovi, ki jih

lahko oksidirajo, vecji (Aust, 1995; Reddy, 1995).

Primernost gliv bele trohnobe za bioremediacijske postopke dolocajo njihove Stevilne

pozitivne lastnosti. Te vkljucujejo (Reddy, 1995):

- sposobnost mineralizacije Sirokega spektra toksi¢nih ksenobiotikov,

- pogosto pojavljanje teh vrst gliv v naravnem okolju,

- zmozZnost oksidacije substratov z nizko topnostjo zaradi izloCanja ekstracelularnih
encimov,

- uspevanje na poceni substratih, ki sluzijo kot primarni vir ogljika in jih dodamo na
onesnazeno mesto,

- aktivacijo ligninoliti¢nega sistema ob pomanjkanju hranil,

- razraScanje s hifami, kar glivam omogoca, da same kolonizirajo onesnazeno podrocje

in dosezejo tudi tista onesnaZevala, ki so drugim organizmom nedosegljiva.

Gliv bele trohnobe pred postopkom bioremediacije ni potrebno vnaprej prilagajati oziroma
izpostavljati dolo¢enemu onesnazevalu (drugace kot bakterije, ki jih je potrebno predhodno
izpostaviti toksi¢ni kemikaliji, s ¢imer se inducira sinteza razgradnih encimov, poleg tega
pa je za ta korak potrebna Se znatna koncentracija onesnaZevala) (Barr in Aust, 1994).
Glive tako preprosto gojimo na substratu, ki inducira tvorbo ligninoliticnih encimov (npr.
Zaganje, slama, koruzni storzi) (Aust, 1990). Zaradi tega za mikoremediacijo niso potrebne
velike koncentracije onesnazeval, sinteza encimov pa poteka neodvisno od njihove
prisotnosti (Bumpus in sod., 1985; Aust, 1990). Ker ligninoliti¢ni sistem razgradnje temelji
na nespecificnem mehanizmu prostih radikalov, lahko glive bele trohnobe razgradijo tudi

vec toksi¢nih snovi, ki skupaj sestavljajo pesticid, ne le ene.

Glive bele trohnobe so uspesne pri razgradnji toksi¢nih kemikalij v laboratorijskih kulturah
(sterilnih razmerah), nekoliko slabSe pa razgrajujejo ksenobiotike v naravnem okolju (de
Sousa Fragoeiro, 2005). Za uporabo gliv bele trohnobe v bioremediaciji onesnazene zemlje
sta v prvi vrsti potrebni produkcija in aktivnost ligninolitiénih encimov (Rigas in sod.,
2007). V okolju izven laboratorija je za uspeSno razgradnjo pesticidov potrebna tudi

uCinkovita rast gliv, na katero med drugim vplivajo interakcije z naravno prisotno
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mikrobno zdruzbo. UspeSnost bioremediacije je tako poleg abiotskih dejavnikov -
temperature, vlage in razmer v zemlji (pH, koli¢ina vode, hranil in kisika), ki se
spreminjajo in niso vedno optimalni za rast gliv bele trohnobe ali proizvodnjo
ligninoliticnih encimov, odvisna tudi od uspeSnosti glivne kolonizacije onesnaZenega
substrata. PospeSevanje rasti in proizvodnje ligninoliti¢nih encimov v naravnih okoljih se
je izkazalo za precej zahtevno. Dostopnost vode v zemlji je morda eden najpomembnejSih
dejavnikov pri uspesSnosti bioremediacije, saj voda vpliva na preskrbo s kisikom, ta pa na
rast gliv in proizvodnjo encimov. Prav tako sta vezanje pesticidov na delce prsti in

razporeditev pesticidov v zemlji odvisna od dostopnosti vode.

Ceprav je v znanstvenih krogih Ze dolgo v veljavi mnenje, da razgradnja ksenobiotikov z
glivami bele trohnobe poteka zaradi ligninoliti¢nih encimov, nekateri avtorji dokazujejo
nasprotno. Tako je Jackson s sodelavci (1999) porocal o razgradnji TNT z ne-
ligninoliticnim sevom lesne glive Phanerochaete chrysosporium. Tudi poskusi razgradnje
lindana z uporabo glive P. chrysosporium so nakazali neodvisnost postopka od
ligninoliti¢nih encimov (Mougin in sod., 1996) ter izkljucitev vpletenosti peroksidaz pri
mineralizaciji lindana. Namesto tega so avtorji predlagali delovanje monooksigenaze
citokrom P450, encimskega sistema, ki ga mnogo organizmov uporablja kot
detoksifikacijsko orodje. Bending in sodelavci (2002) so z glivami bele trohnobe v tekocih
kulturah razgradili ve¢ kot 86% atrazina in terbutilazina ter ugotovili, da med ligninoliti¢no
aktivnostjo in stopnjo razgradnje ni povezav. Ugotovitev, kateri encimi so udeleZeni pri
razgradnji doloCenega pesticida, bi sicer bila koristna za vzpostavitev najprimernejSih
pogojev za njihovo proizvodnjo in posledi¢no tudi mikoremediacijo in situ. Bolje bi bilo
potrebno raziskati tudi produkcijo encimov v zemlji, kjer naj bi potekala bioremediacija,
saj se je do sedaj vecina raziskav osredotocala na proizvodnjo encimov v tekocih kulturah

(de Sousa Fragoeiro, 2005).

2.2.3.1.1 Primeri uspe$nih razgradenj lindana z glivami bele trohnobe

Vecina raziskav razgradnje organskih onesnazeval z glivami bele trohnobe se je
osredotocala na glivo P. chrysosporium. Bumpus in sodelavci (1985) so ugotovili, da ta
gliva v tekoci kulturi poleg drugih organskih onesnazeval razgrajuje tudi lindan, o samem

mehanizmu razgradnje lindana z uporabo gliv pa je malo znanega. Mougin in sodelavci
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(1996) so ga deloma razjasnili z identifikacijo njegovih glavnih metabolnih produktov pri
razgradnji v tekoCi kulturi glive P. chrysosporium. Razgradnje lindana z glivo
P. chrysosporium se v literaturi zelo razlikujejo in znasajo od komaj 4 % (Mougin in sod.,

1996) do vec kot 90 % (Bumpus in sod., 1985).

Lindan so tako v aerobnih kot anaerobnih razmerah sposobni razgrajevati tudi nekateri
mikroorganizmi, ki so prisotni v zemlji. Do mineralizacije ponavadi pride le v aerobnih
pogojih (Pointing, 2001; Phillips in sod., 2005). V postopkih bioremediacije za
komercialne namene se danes uporabljajo predvsem prokariontski organizmi. V zadnjem
casu se poskusno uvaja tudi uporaba gliv bele trohnobe, pri tem pa je uporaba nekaterih
vrst Ze patentirana. O in situ bioremediaciji lindana obstaja malo podatkov, saj vecina
Studij temelji na razgradnji lindana v laboratorijskem merilu in ne na pilotni ali industrijski
ravni. Uporabo ligninoliti¢nih gliv je v svoj program remediacije prsti vkljucilo zelo malo
podjetij, med njimi pa sta EarthFax Development Corp. v ZDA in nems$ki Gebruder Huber
Bodenrecycling (de Sousa Fragoeiro, 2005). Po podatkih podjetja EarthFax je gliva
P. ostreatus znatno zmanjSala koncentracijo lindana v kontaminirani prsti. V postopku so
uporabili 750 ton izkopane kontaminirane zemlje, ki so ji dodali 16 % (w/w) glivnega
inokuluma (zaganje in lupine bombaznih semen, kolonizirano s P. ostreatus), povprecna
koncentracija lindana pa je bila 21 mg/l. Po 24 mesecih se je koncentracija lindana
zmanjSala za skoraj 97 % na 0,57 mg/l (de Sousa Fragoeiro, 2005; EarthFax
Demonstrates ..., 2008).

2.2.4 Uporabnost biotehnoloskih postopkov za bioremediacijo v industrijskem merilu

Glive bele trohnobe so sposobne razgrajevati Sirok nabor lignoceluloznih substratov. Ta
lastnost je izredno zanimiva za razvoj okolju prijaznih biotehnoloSkih procesov z moznimi
aplikacijami v proizvodnji hrane, medicini in omenjenih postopkih bioremediacije (Rigas
in sod., 2007). Ligninoliticne encime lahko v primernih razmerah gojenja gliv tudi
proizvajamo in jih uporabljamo v nekaterih biotehnoloSkih procesih. Vecje kolicine
encimov lahko pridobimo z uporabo tehnologije rekombinantne DNA. Ti encimi imajo
Siroko moZnost uporabe tako v papirni in tekstilni industriji kot tudi v lesarstvu (Mai in
sod., 2004; Humar in Pohleven, 2005). Biotehnoloski postopki uporabe ligninoliti¢nih gliv

ali njihovih encimov na podro¢ju bioremediacije onesnazeval v industrijskih procesih so
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usmerjeni v razgradnjo na mestu njihovega nastanka ali uporabe. Sposobnost razgradnje
lignina daje moznost uporabe lesnih gliv ali njihovih encimov pri pretvorbi lignoceluloznih
materialov v kemikalije in goriva (Reddy, 1995) ter za predelavo kmetijskih odpadkov v

krmo.

UcinkovitejSo fitoremediacijo organskih ksenobiotikov lahko dosezemo z gensko
spremenjenimi rastlinami, ki jim vstavimo gene za razgradnjo ksenobiotikov. Tako so
raziskovalci Ze ustvarili transgeni tobak, ki ima vstavljene gene za lakazo iz glive Trametes
versicolor (Abhilash in sod., 2009). Encimi se izlo¢ajo v rizosfero, kjer nato poteka
razgradnja pentaklorofenolov (PCP) in bisfenola A. Podobno so transformirali tudi navadni
repnjakovec, ki izraza gene MnP iz T. versicolor ter je ulinkovit pri zniZevanju koli¢ine

PCP v zemlji (Sonoki in sod., 2005).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VRSTE GLIV

Uporabili smo pet razlicnih vrst gliv, katerih kulture micelija so bile vzete iz Zbirke
industrijskih organizmov (ZIM), ki jo hranimo na Katedri za patologijo in zascito lesa
Oddelka za lesarstvo BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani. V preglednici 3 so

podane vrste oziroma sevi gliv, ki smo jih uporabili pri mikoremediaciji lindana.

Preglednica 3: Vrste oziroma sevi testiranih gliv.

Latinsko ime Slovensko ime Vir OKkrajsava Depozitna Trohnoba
oznaka
Trametes versicolor pisana ploskocevka ZIM Tv6 1998, bela
(L. ex Fr.) Pilat Makole
Gloeophyllum trabeum tramovka ZIM Gt2 ZIM LO18 rjava
(Pers. ex Fr.) Murrill
Hypoxylon fragiforme ogljena kroglica ZIM Hf ZIM L108 bela
(Pers. ex Fr.) Kickx
Chondrostereum purpureum Skrlatnordeca ZIM Chp4 ZIM L007 bela
(Pers. ex. Fr.) Pouzar slojevka
Pleurotus ostreatus bukov ostrigar ZIM Plo5 5 1998, bela
(Jacq. ex. Fr.) Kummer Skofljica

3.2 PRIPRAVA GOJISC

Za raziskave mikoremediacije lindana smo uporabili teko¢ medij po Hadarju (Hadar in
Cohen-Arazi, 1986), modificiran za potrebe mikoremediacije (Vidic, 2008) z dodatkom
2 mM MnSO; ter vrednostjo pH 4,5 (preglednica 4). Kemikalije, ki smo jih uporabili za
pripravo gojiS¢, so bile kupljene pri proizvajalcih Merck, Carlo Erba ali Fluka. Kemikalije

Vv v

so imele Cistost »pro analysis« in jih pred uporabo nismo dodatno preciscevali.

Preglednica 4: Sestava tekocega gojis¢a po Hadarju, modificiranega za potrebe mikoremediacije.

Sestavina Koli¢ina
glukoza 20g
asparagin 0,65¢g
kvasni ekstrakt 05¢g
MgSO4'7 Hzo 0,5 g
KH2P04 1 g

KCl 05¢g
MnSO4-H,O 0,338 g
destilirana voda dol1l
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Tristomililitrske erlenmajerice smo napolnili s 50 ml tekocega gojis¢a po Hadarju,
modificiranega za potrebe mikoremediacije, ter jih nato sterilizirali v avtoklavu (30 min,

121 °C, 150 kPa).

3.3 INOKULACIJA IN GOJENIJE GLIV

Vse postopke gojenja gliv smo izvajali v sterilnih razmerah ob uposStevanju nacel sterilne
sposobnosti lindana smo proucevali. Inokulat za tekofa gojisS¢a smo vzgojili na
krompirjevem dekstroznem agarju (PDA, angl. potato dextrose agar) (DIFCO
Laboratories, ZDA) v steklenih petrijevkah. Iz trdnega gojis¢a smo s plutovrtom (premer
9 mm) izrezali vcepke iz sedem dni starega micelija. Ohlajena sterilizirana tekoca gojisc¢a
smo v brezpraSni komori sterilno inokulirali s po tremi vcepki micelija iz gojiS¢a PDA.
Tekoce kulture gliv smo postavili na horizontalni stresalnik, kjer smo jih v temi gojili 26

dni (100 min™, 25 °C, 60 % RH).

3.4 DODAJANIJE LINDANA IN VERATRIL ALKOHOLA

Raztopino lindana smo pripravili v acetonu. Uporabili smo 97 % gama izomer
heksaklorocikloheksana (Merck). Teko¢im kulturam gliv smo 100 pl raztopine lindana
izpostavili za 21 dni, tri dni, en dan, Sest ur, dve uri ali deset minut (lindan smo teko¢im
kulturam gliv dodali po petih dneh, 23 dneh, 25 dneh ali 26 dneh gojenja) (slika 4). Po
dodatku raztopine lindana teko¢im kulturam gliv je bila koncentracija lindana v gojiscu
30 uM. Pri negativnih kontrolah smo namesto lindana teko¢im kulturam gliv Stiri dni po
inokulaciji dodali 100 pl acetona. Stiri dni pred dodatkom lindana smo v goji§¢e sterilno
dodali 15,1 pl veratril alkohola (VA, 3,4-dimetoksibenzil alkohol; kon¢na koncentracija v
gojiscu 2 mM). Tekocim kulturam gliv, katerim je bil lindan izpostavljen 21 dni, ter vsem
kontrolam smo veratril alkohol dodali ob inokulaciji oziroma ob dodatku lindana ali
acetona. Pozitivne kontrole smo pripravili so¢asno z gojenjem tekocih kultur gliv vsake
vrste. Zanje smo uporabili tekoce gojiSce, ki ga nismo inokulirali z micelijem, ter smo mu
za deset minut oziroma 21 dni dodali 100 pl raztopine lindana. Vse poskuse smo izvajali v
Sestih ponovitvah. Iz treh ponovitev smo lindan ekstrahirali iz filtratov, iz preostalih treh

ponovitev pa smo lindan ekstrahirali iz homogenatov tekocih glivnih kultur.
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Pri tekocih kulturah gliv C. purpureum, H. fragiforme in P. ostreatus smo poleg omenjenih
pozitivnih kontrol pripravili tudi po dve ponovitvi pozitivnih kontrol, ki smo jim lindan

dodali za en dan oziroma tri dni.

21 dni 3dni 1dan

Cas gojenja tekoce glivne kulture [dnevi]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 76
10 minut
1 dan 6h 2
> |/// T
24 25 26

Slika 4: Dodajanje lindana tekoc¢im glivnim kulturam. Pus¢ice oznacujejo dodatek lindana, Cas
izpostavitve lindana teko¢im glivnim kulturam je zapisan nad pus¢icami.

3.5 PRIPRAVA VZORCEV ZA ANALIZO S PLINSKO KROMATOGRAFIJO

Lindan smo dolocali z uporabo plinske kromatografije (GC; angl. gas chromatography).
Pri tej analizi lindan vnesemo v sistem v organskem topilu (heksan). Lindan smo iz tekocih
glivnih kultur in kontrol ekstrahirali na dva nacina: iz polovice paralelnih ponovitev
tekocCih kultur gliv, ki jim je bil lindan izpostavljen za enak ¢as, smo ga ekstrahirali iz

filtratov, iz druge polovice pa iz homogenatov tekocih glivnih kultur.

3.5.1 Ekstrakcija lindana iz filtratov tekocih kultur gliv

Po koncu izpostavitve lindana delovanju kultur gliv smo v erlenmajerice z gojiséem in
kulturo gliv dodali 50 ml heksana ter jih tesno prekrili z aluminijasto folijo. Vsebino
erlenmajerice smo nato dobro premesali (stresali 3 min). Biomaso gliv smo od meSanice
heksana in gojiSca locili s filtracijo skozi grobi filtrirni papir (Sartorius, Grade 388,
84 g/mz) z uporabo vodne ¢rpalke. Po filtraciji smo pri nekaterih vzorcih v filtratu dobili
jasno loceni spodnjo vodno in zgornjo nepolarno heksansko fazo, pri ¢emer smo zgornjo
fazo previdno odpipetirali v Cisto stekleno epruveto. Pri nekaterih vzorcih pa smo po
filtraciji dobili spenjen filtrat, kjer dve fazi nista bili razvidni. Tak$ne filtrate smo razdelili

v dve 50 mililitrski plasti¢ni centrifugirki in jih centrifugirali (3 min, 4000 obratov min™).
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Po centrifugiranju sta se fazi locili, zgornjo nepolarno fazo pa smo pazljivo odpipetirali v
¢isto epruveto. Epruvetam z nepolarno fazo smo za popolno odstranitev vode dodali
Na,SOy in jih zaprli s plutovinastimi zamaski, ki smo jih ovili v aluminijasto folijo. Tako

pripravljene vzorce smo shranili v zamrzovalni skrinji (-20 °C).

3.5.2 Ekstrakcija lindana iz homogenatov tekoc¢ih kultur gliv

Vsebino erlenmajeric smo po koncu izpostavitve lindana teko¢im kulturam gliv porazdelili
v tri 50 mililitrske centrifugirke. V prazne erlenmajerice smo dodali 50 ml heksana in jih
tesno prekrili z aluminijasto folijo ter dobro premesali (stresali 30 s). Tako smo ekstrahirali
tudi lindan, ki bi se morda adsorbiral na steno steklenic. Enak volumen heksana smo nato
iz erlenmajeric prelili v vsako izmed treh centrifugirk s tekoco glivno kulturo. Vsebino
centrifugirk smo homogenizirali z napravo Ika T25 Digital Ultra-Turrax (11000 obratov
min™', 30 s). Po homogenizaciji smo nepolarno fazo z ekstrahiranim lindanom lo¢ili od
polarne faze s centrifugiranjem (centrifuga Tehtnica LC 321, Tehtnica Zelezniki,
Slovenija) (5 min, 4000 obratov min™). Zgornjo nepolarno fazo smo pazljivo locili od
spodnje polarne faze s Pasteurjevo pipeto in jo odpipetirali v stekleno epruveto.
Ekstraktom smo za popolno odstranitev vode dodali Na,SO4. Vzorce smo do analize

shranili v zamrzovalni skrinji (-20 °C).

V  pozitivnih kontrolah, pripravljenih sofasno z gojenjem tekoc¢ih kultur glive
H. fragiforme, kjer je bil lindan v tekoem gojiScu prisoten deset minut, in v tekocih
kulturah glive H. fragiforme, ki jim je bil lindan izpostavljen za deset minut, smo lindan
dolocali tudi na filtrirani biomasi in filtrirnem papircku. Oboje smo namakali v 50 ml

heksana nekaj minut in nato nered¢en vzorec heksana analizirali s plinsko kromatografijo.

3.6 DOLOCITEV LINDANA S PLINSKO KROMATOGRAFIJO

Prisotnost lindana smo doloc¢ali s plinsko kromatografijo (GC). Uporabili smo plinski
kromatograf (Hewlett Packard 6890 Series, ZDA) z detektorjem za zajetje elektronov ECD
(angl. electron capture detector). Kromatografski pogoji so podani v preglednici 5,

temperaturni program za GC-ECD analizo pa v preglednici 6.
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Preglednica 5: Kromatografski pogoji za dolo€anje lindana z GC-ECD.

Injektorski temperatura injektorja: 250°C

del volumen vbrizganega vzorca: 1 ul
nacin vbrizganja: "splitless"
Kolona kapilarna kolona RTX-5MS

dimenzije: dolZina 60 m, notranji premer 250 um

stacionarna faza: 5% difenil/95% dimetilpolisiloksan, debelina
0,50 pm

nosilni plin: dusik, pretok: 2ml/min
Detektorski | detektor ECD

del temperatura detektorja: 320°C

"make up" plin: dusik, pretok 50 ml/min

Preglednica 6: Temperaturni program za analizo GC-ECD.

Zacetna Gradient Zadrzevalni cas Koncna
temperatura [°C] [°C/min] [min] temperatura [°C]
70 - 1 70
70 30 - 300
300 - 5 300

Lindan smo v vzorcih identificirali s primerjavo retencijskih ¢asov kromatografskih vrhov
vzorcev in standarda. Na kolono smo nanasali desetkratne razredCine ekstraktov (redCenje
s heksanom). Rezultati so povprecja analiz treh paralelnih vzorcev z navedenimi
standardnimi napakami. Vsak ekstrakt smo v GC vbrizgali dvakrat. PloS¢ina

kromatografskega vrha je sorazmerna s koli¢ino lindana v vzorcu.

3.6.1 Dolocanje razgradnje lindana

DelezZe razgradnje lindana smo kvantitativno ovrednotili tako, da smo povprecne plosc€ine
kromatografskih vrhov za lindan iz vzorcev tekocih glivnih kultur primerjali s povprec¢nimi
plos¢inami kromatografskih vrhov lindana pripadajo¢ih pozitivnih kontrol, ki niso bile
inokulirane z micelijem kultur gliv. S tem smo dejansko primerjali povpre¢ne koliCine
lindana v vzorcih. Pri kulturah gliv 7. versicolor in G. trabeum, ki jim je bil lindan
izpostavljen dve uri, Sest ur, en dan in tri dni, smo povprecne koli¢ine lindana (sorazmerne

plos¢inam kromatografskih vrhov lindana) primerjali z izraCunanimi koli¢inami lindana v
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pripadajocih pozitivnih kontrolah. Te smo izracunali z linearno interpolacijo povprecne
kolic¢ine lindana v pozitivnih kontrolah, v katerih je bil lindan prisoten deset minut oziroma
21 dni. Pri ostalih treh vrstah gliv smo deleZ razgradnje lindana izraCunali s primerjanjem
povprecnih koli¢in lindana pri vzorcih tekocih glivnih kultur s povpre¢no kolic¢ino lindana

v vseh pozitivnih kontrolah.

Na sliki 5 je prikazana primerjava kromatografskih vrhov vzorca iz kulture glive
P. ostreatus, v katerem je bil lindan prisoten 21 dni, in kontrole, v kateri je bil lindan v
tekoCem gojiS¢u prisoten 21 dni. Oba vzorca sta bila pripravljena z ekstrakcijo iz
homogenata tekocih kultur. Retencijska Casa lindana obeh vzorcev sta prikazana poleg
posameznih kromatografskih vrhov. V izseku je prikazano dolocanje ploscine
kromatografskega vrha lindana. Program izracuna plo$¢ino med crtkano &rto, ki jo sami
postavimo na zacetek in konec kromatografskega vrha ter ju tako poveZemo, in

neprekinjeno Crto (osenceno na izseku na sliki 5).
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Slika 5: Dolocitev lindana z GC: primerjava kromatografskih vrhov lindana, prisotnega 21 dni v
tekocem gojiscu (debela Crta) in v tekoci kulturi glive P. ostreatus (tanka Crta).
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4 REZULTATI

4.1 RAST GLIV V TEKOCEM GOJISCU

Pri vseh vrstah tekocih kultur gliv, razen pri glivi C. purpureum, se je micelij po petih dneh
gojenja Ze nekoliko namnoZil. Zato smo ob tem ¢asu prvim teko¢im kulturam gliv dodali
lindan za 21 dni, negativnim kontrolam pa aceton. Primerjava z negativnimi kontrolami je
potrdila, da dodatek lindana teko¢im kulturam gliv ni vidno upocasnil rasti micelija ali

kako drugace vplival na rast.

Med gojenjem tekocih kultur glive T. versicolor se je nekaj kultur po barvi razlikovalo od
preostalih, vendar gojiS¢e ni bilo motno, kot je navadno ob bakterijski okuZzbi, niti ni imelo
zanjo znacilnega vonja. Podoben pojav smo zasledili tudi pri gojenju tekocih kultur gliv
P. ostreatus in H. fragiforme (slika 6), kjer se je barva gojiS¢ razlikovala od bledo rumene
do svetlo rjave, predvsem v slednjem primeru pa se je ponekod pojavljala tudi motnost
£0jis¢. Najmanj razlik med vzorci smo opazili v primeru gojenja tekocih kultur glive G.
trabeum, kjer je bila barva gojiS¢ pri vseh kulturah svetlo rjave barve, motnosti pa nismo

opazili (slika 6).

Slika 6: Primeri tekocih kultur gliv G. trabeum (a), H. fragiforme (b), C. purpureum (c) in
P. ostreatus (d).

Rast tekoce kulture glive C. purpureum je bila v primerjavi z ostalimi vrstami gliv zelo

pocasna, saj je bilo pet dni po inokulaciji v tekoem gojiS¢u izredno malo namnoZene
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kulture, ki smo jo opazili Sele ob pozornem opazovanju. Po desetih dneh gojenja se je
micelij bolj namnozil, vendar ga je bilo sprva ve¢ na stenah erlenmajeric kot v samem
gojiscu, do konca gojenja pa se je razrasel tudi v njem. Rast micelija na trdnem gojiscu
PDA ni bila upocasnjena. V tekocem gojiS€u je bil micelij svetle barve, v nekaterih

primerih pa temnejSe zelene barve (slika 6).

Videz tekocih kultur se med vzorci ni bistveno razlikoval, razen pri vrsti C. purpureum,
kjer je miceljj rasel v obliki kroglic zelo razli¢nih velikosti, pojavljale pa so se tudi kulture,
ki so imele videz kroglic z »lovkami«. Tak$ne vzorce smo oznacili in po analizi z GC

ugotovili, da se rezultati analize niso razlikovali od rezultatov preostalih vzorcev.

Prirastkov biomase nismo dolocali in smo jih spremljali samo z vizualnim opazovanjem
tekoC¢ih kultur gliv. Najvecji prirast biomase smo opazili v tekoc¢ih kulturah gliv
T. versicolor in G. trabeum, nekoliko manjsi pa je bil prirast gliv preostalih vrst. Razli¢ne
so bile tudi koli¢ine biomase v kulturah gliv iste vrste, saj smo v nekaterih erlenmajericah

opazili ve€ kulture kot v drugih.

4.2 RAZGRADNIJA LINDANA S KULTURAMI GLIV

Na slikah 7 do 12 so s svetlo zeleno barvo oznaceni povprecni delezi razgrajenega lindana
v vzorcih tekocih glivnih kultur, ki smo jih pripravili z ekstrakcijo iz filtratov tekocih
glivnih kultur. S temno zeleno barvo so oznaceni povprecni rezultati vzorcev, pripravljenih
z ekstrakcijo iz homogenatov tekocih kultur. Delez razgrajenega lindana je izraCunan kot
povprecje iz rezultatov analiz treh paralelnih vzorcev. Vsak vzorec smo v GC vbrizgali

dvakrat.

4.2.1 Trametes versicolor

Razgradnja lindana v desetih minutah je bila izjemno majhna ne glede na nacini ekstrakcije
lindana (slika 7), pripadajo¢i standardni odkloni pa so bili vecji od samih vrednosti
razgradenj. DeleZi razgrajenega lindana po dveh ali Sestih urah izpostavitve lindana
teko¢im kulturam glive 7. versicolor so bili precej majhni in se med seboj niso veliko
razlikovali. Vecjo razgradnjo lindana smo v teh vzorcih dolodili po ekstrakciji lindana iz

filtratov tekocih kultur glive.



Ulénik A. Ugotavljanje remediacijskega potenciala ligninoliti¢nih gliv za razgradnjo lindana. 24
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

Po enem dnevu delovanja kultur glive na onesnaZevalo smo iz tekocih kultur glive
T. versicolor iz filtratov ekstrahirali 25 % povprecne kontrolne vrednosti lindana. Delez
razgrajenega lindana po enem dnevu izpostavljenosti kulturam glive je bil po ekstrakciji
lindana iz homogenatov 48 %. Po treh dneh razgradnje lindana s kulturami te glive se je
vsebnost onesnaZevala, merjena po ekstrakciji lindana iz filtratov, zmanjSala na 31 %
povprecne kontrolne vrednosti (69 % razgradnja), po ekstrakciji iz homogenatov tekocih
glivnih kultur pa na 21 % povpre¢ne kontrolne vrednosti (79 % razgradnja). Ce
upostevamo velik standardni odklon, se razgradnji lindana po enem in treh dneh

izpostavitve kulturam glive nista bistveno razlikovali.

Najvecjo razgradnjo lindana v tekocih kulturah glive 7. versicolor smo dolocili po 21 dneh
izpostavitve onesnazevala, tako pri ekstrakcijah lindana iz filtratov kot iz homogenatov
tekocih kultur. Povpre¢na razgradnja lindana je pri ekstrakcijah iz filtratov znaSala 95 %,

pri ekstrakcijah iz homogenatov tekocih kultur glive pa 98 %.
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Slika 7: Povpre¢ne razgradnje lindana v odvisnosti od ¢asa izpostavitve lindana kulturi glive
T. versicolor.

Najvelja razlika v koli¢ini izmerjenega lindana glede na nacin ekstrakcije lindana iz
tekoCih glivnih kultur je opazna pri vzorcih, kjer je bil lindan v tekocih kulturah glive

prisoten en dan (slika 7). NajmanjSa razlika v vrednostih izmerjenega lindana glede na
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nacin ekstrakcije pa je bila pri najdaljSi izpostavitvi lindana teko¢im kulturam glive (21

dni).

4.2.2 Gloeophyllum trabeum

Pri poskusu razgradnje lindana z glivama G. trabeum in T. versicolor smo opazili, da se je
koli¢ina lindana v pozitivnih kontrolah bistveno razlikovala, ¢e je bilo onesnazevalo v
teko¢em hranilnem mediju brez kultur glive inkubirano deset minut ali 21 dni. Po 21 dneh
izpostavitve smo v tekoem gojiScu dolocili precej manj lindana kot po desetih minutah
(slika 8). Ta pojav smo opazili pri obeh nacinih ekstrakcije lindana iz tekocega gojisca.
Zato smo po dveh urah, Sestih urah, enem dnevu in treh dneh delovanja gliv na
onesnazevalo pri izraCunu razgradnje lindana s kulturami gliv G. trabeum in T. versicolor
izhodi$¢no koli¢ino lindana izracunali z linearno interpolacijo obeh dejansko izmerjenih

pozitivnih kontrol, ko je bil lindan v goji$¢u inkubiran deset minut ali 21 dni.
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Slika 8: Povpre¢na koli¢ina lindana v pozitivnih kontrolah, uporabljenih za dolocanje razgradnje
lindana s kulturo glive G. trabeum.

Razgradnja lindana v tekocih kulturah glive G. trabeum je bila v vseh primerih manjSa od
50 % (slika 9). Povprecni deleZi razgrajenega lindana po desetih minutah, dveh urah in
Sestih urah izpostavitve lindana teko¢im kulturam glive so bili z obema nacinoma

ekstrakcije lindana manjsi od 30 %, z upoStevanjem standardnih odklonov pa tudi priblizno
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enako veliki, z nekoliko bolj izstopajoc¢o razgradnjo, dolo¢eno iz filtratov po Sestih urah

izpostavitve lindana glivi G. trabeum.

Po enem dnevu izpostavitve je bila povprecna razgradnja lindana 45 %, po ekstrakciji
lindana iz filtratov tekocih kultur pa je bil po treh dneh povprecni delez razgrajenega
lindana 44 %. Deleza razgrajenega lindana po enem dnevu in treh dneh delovanja glive na
onesnazevalo sta bila po ekstrakciji lindana iz homogenatov precej manjSa. Po enem dnevu
izpostavitve lindana glivi je bila povprecna razgradnja lindana po ekstrakciji lindana iz
homogenatov sicer najvecja in je znaSala 18 %. Po treh dneh izpostavitve glivi je delez
razgrajenega lindana znasal komaj 6 %. Z upoStevanjem standardnih odklonov sta obe
razgradnji primerljivi s povprecno razgradnjo po 21 dneh izpostavitve lindana kulturam
glive G. trabeum. Ta je pri ekstrakciji lindana iz filtratov tekocih kultur znaSala 38 %, pri
ekstrakciji iz homogenatov pa je bila povpre¢na koliina razgrajenega lindana negativna,
kar pomeni, da je bila koli¢ina lindana v teh vzorcih navidezno vecja kot povprecna

kolic¢ina lindana v pripadajocih pozitivnih kontrolah.

Razen pri vzorcih, kjer je bil lindan teko¢im kulturam glive G. trabeum izpostavljen deset
minut, so razgradnje lindana vecje pri vzorcih, ki smo jih pripravili z ekstrakcijo lindana iz

filtratov tekocih glivnih kultur.
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Slika 9: Povprec¢ne razgradnje lindana v odvisnosti od ¢asa izpostavitve lindana kulturi glive
G. trabeum.
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4.2.3 Hypoxylon fragiforme

Standardni odkloni dolo¢enih razgradenj lindana v tekocih kulturah glive H. fragiforme,
kjer je bil lindan prisoten deset minut ali dve uri, so bili precej veliki, povprecne razgradnje
pa razmeroma majhne (slika 10). Po desetih minutah delovanja glive na lindan je bila
povprecna razgradnja lindana v filtratih tekocih glivnih kultur vec¢ja kot po dveh ali Sestih
urah izpostavitve lindana kulturi glivi. Povpre¢ni razgradnji lindana po Sestih urah
1zpostavljenosti kulturam glive sta bili 10 % po ekstrakciji iz filtratov in 7 % po ekstrakciji

1z homogenatov tekocih kultur.

Povpre¢na razgradnja lindana je po enem dnevu delovanja glive na onesnaZevalo z
ekstrakcijo iz filtratov znaSala 39 %, medtem ko je bil povpre¢ni deleZ razgrajenega
lindana z ekstrakcijo iz homogenatov 12 %. Povprecna deleZa razgrajenega lindana po treh
dneh izpostavitve onesnazevala kulturam glive H. fragiforme sta znaSala pri ekstraktih iz

filtratov 56 % ter pri ekstraktih iz homogenatov 39 %.

Najvecjo povprecno razgradnjo lindana smo dolocili po 21 dneh prisotnosti lindana v
tekocih kulturah glive. Z ekstrakcijo lindana iz filtratov tekocih kultur je bila povprecna

razgradnja 79 %, z ekstrakcijo lindana iz homogenatov pa 96 %.
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Slika 10: Povpre¢ne razgradnje lindana v odvisnosti od Casa izpostavitve lindana kulturi glive
H. fragiforme.
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V heksanu, kjer smo namakali biomaso, ki je po filtraciji ostala na filtrirnem papircku, in
filtrirne papircke iz pozitivnih kontrol in tekocih kultur glive H. fragiforme, v katerih je bil
lindan v obeh primerih prisoten deset minut, smo dolocili izjemno nizke koli¢ine lindana
(manj kot 1 % koli¢ine lindana v enakih vzorcih, pripravljenih s filtracijo tekoc¢ih kultur

glive H. fragiforme).

4.2.4 Chondrostereum purpureum

Povpre¢ne razgradnje lindana v tekocih kulturah glive C. purpureum so se pri vseh vzorcih
znatno razlikovale glede na nacin ekstrakcije lindana (slika 11). V vseh primerih je bil
povprecni delez razgrajenega lindana vecji pri vzorcih, ki smo jih pripravili z ekstrakcijo iz
filtratov teko¢ih glivnih kultur. Ze po desetih minutah izpostavljenosti lindana teko&im
kulturam glive smo tako dolocili visoko povpre¢no razgradnjo, ki je znasala 44 %. Po dveh
urah izpostavitve onesnaZevala kulturam glive smo z ekstrakcijo lindana iz filtratov
tekocCih glivnih kultur povprecno dolocili 72 % razgradnjo. Po Sestih urah izpostavitve
lindana je kultura glive C. purpureum povprecno razgradila 80 % lindana. Po enem dnevu
in po treh dneh delovanja glive na lindan je kultura glive v obeh primerih povpre¢no
razgradila 87 % lindana. Po 21 dneh izpostavitve lindana teko¢im kulturam glive

C. purpureum je povprecna vrednost razgradnje lindana znasala 86 %.

Pri ekstrakciji lindana iz homogenatov tekocih kultur so bili povprecni deleZi razgrajenega
lindana manjsi. Po desetih minutah delovanja kulture glive je bila povprecna razgradnja
6 % , po dveh urah pa 5 % (slika 11). Najvecjo povprecno razgradnjo lindana smo s tem
nac¢inom ekstrakcije dolocili po Sestih urah izpostavitve kulturi glive (46 %). Po enem
dnevu izpostavitve je bila razgradnja 34 %, po treh dneh izpostavitve lindana kulturi glive
C. purpureum pa 25 %. Po 21 dneh prisotnosti lindana v tekocih kulturah glive je bila

povprecna razgradnja 43 %.
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Slika 11: Povprecne razgradnje lindana v odvisnosti od ¢asa izpostavitve lindana kulturi glive
C. purpureum.

4.2.5 Pleurotus ostreatus

Z ekstrakcijo iz homogenatov po desetih minutah izpostavitve lindana teko¢im kulturam
glive smo v vzorcih povprec¢no dolocili ve¢ lindana kot povprecno v pozitivnih kontrolah
(slika 12). Podobne rezultate smo dobili po dveh urah prisotnosti lindana v tekocih
kulturah glive P. ostreatus z obema nac¢inoma ekstrakcije. Po dveh urah delovanja kulture
glive na onesnaZevalo smo razgradnjo lindana dolocili le pri vzorcih, ki smo jih pripravili z
ekstrakcijo iz filtratov tekocih kultur glive, razgrajenega pa je bilo povpre¢no 15 %
lindana. Po Sestih urah izpostavljenosti lindana kulturi glive je bila povpre¢na razgradnja

lindana 30 % v filtratih in precej manjSa v homogenatih tekocih glivnih kultur (9 %).

Povpre¢ni deleZ razgrajenega lindana po enem dnevu izpostavitve onesnazevala kulturi
glive je bil pri ekstraktih iz filtratov 52 %, s homogenizacijo vzorcev pa smo v ekstraktih
dolocili 21 % povpre¢ni deleZz razgrajenega lindana s precej velikim pripadajocim
standardnim odklonom (21 % * 19 %). Po treh dneh delovanja je kultura glive P. ostreatus
povprecno razgradila ve¢ lindana, saj je razgradnja pri filtratih znaSala 61 % in pri
homogenatih 44 %. Kot pri drugih vrstah smo tudi v tekocih kulturah glive P. ostreatus

najmanj lindana v vzorcih dolocili po 21 dneh izpostavitve lindana kulturi glive. Po
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ekstrakciji lindana iz filtratov tekocih kultur je bila povprecna razgradnja 96 %, z

ekstrakcijo iz homogenatov pa smo povprecno dolo€ili 95 % deleZ razgrajenega lindana.

90% = = = == == == m i m e m e m e e
i O Ekstrakcija iz filtrata

] | Ekstrakcija iz homogenata
L0 ittt

50%
30% 1

10% 1

Delez razgrajenega lindana [%]

-10% 1

-30% A

10 min 2h 6h 1 dan 3 dni 21 dni

Cas izpostavitve lindana kulturi glive P. ostreatus

Slika 12: Povpre¢ne razgradnje lindana v odvisnosti od ¢asa izpostavitve lindana kulturi glive
P. ostreatus.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Gojenje kultur gliv v tekocem mediju

Za ugotavljanje zmoZnosti biorazgradnje lindana smo izbrane vrste lesnih gliv gojili v
tekocem mediju po Hadarju, ki je bil modificiran za potrebe bioremediacije in se od
osnovnega medija po Hadarju razlikuje po dodatku 2 mM MnSO4 in 2 mM veratril
alkohola (VA) ter vrednosti pH. Oksidiran encim MnP namre¢ oksidira Mn(II) v Mn(III),
slednji pa nato oksidira lindan. Zato za uspeSno razgradnjo lindana v gojiScu potrebujemo
Mn(II) ione. Veratril alkohol je sekundarni metabolit glive in $¢iti LiP pred prekomerno
oksidacijo s peroksidom. Glive ga proizvajajo, ko nastopi pomanjkanje hranil, posebej
dusika (Faison in sod., 1986). Poleg tega VA inducira izrazanje ligninoliti¢nih encimov
(Faison in Kirk, 1985; Faison in sod., 1986; Jaouani in sod., 2006), zaradi ¢esar smo ga
dodali v gojis¢e nekaj dni pred dodatkom lindana. Tako smo sprozili nastanek
ligninoliticnih encimov. Vrednost pH gojis¢a smo uravnali na 4,5, saj je ta vrednost
ustrezna za gojenje izbranih vrst gliv, poleg tega pa pri pH 4,5 optimalno delujeta encima
lakaza in mangan peroksidaza. Optimalna vrednost pH za delovanje lignin peroksidaze je
nizja (2,5 do 3,5), vendar pa je izraZanje tega encima manjSe oziroma med glivami bele
trohnobe ni tako razsirjeno kot izrazanje MnP in Lac (Tavzes, 2003; Jaouani in sod., 2006;

Vidic, 2008). Zaradi tega je tudi prispevek LiP k celotni ligninoliti¢ni aktivnosti manjsi.

5.1.2 Rast gliv

Rast izbranih vrst gliv v teko¢em mediju smo spremljali vizualno. Izgled tekocih kultur se
je razlikoval tako med vrstami gliv kot v tekocih kulturah glive iste vrste. Na rast gliv je
vplivalo ve¢ dejavnikov (temperatura, vlaznost, preskrba s kisikom, sestava gojisca,
vrednost pH, dodatek lindana), odziv gliv nanje pa je bil razlicen. Na samo obliko micelija
med drugim vplivajo tudi strizne sile pri stresanju kultur, ki v vseh erlenmajericah niso
enake in so odvisne od oddaljenosti od centra nihanja na stresalniku. Poleg tega morda
pogoji gojenja niso bili optimalni za vsako vrsto posebej, zaradi Cesar je prihajalo do razlik

tako med kulturami gliv iste vrste kot med vrstami.



Ulénik A. Ugotavljanje remediacijskega potenciala ligninoliti¢nih gliv za razgradnjo lindana. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij biotehnologije, 2009

5.1.3 Priprava vzorcev za analizo s plinsko kromatografijo

Pri pripravi vzorcev z ekstrakcijo iz filtratov smo imeli tezave s filtracijo tekocih glivnih
kultur, predvsem pri tekocih kulturah, ki so bile inokulirane z micelijem 7. versicolor. Po
dodatku heksana teko¢im glivnim kulturam in dobremu premesSanju vsebina erlenmajerice
ni ostala tekoca, temvec je nastala meSanica spominjala na emulzijo oziroma gel. Filtracija
takSne vsebine je pri nekaterih vzorcih potekala zelo pocasi, saj se je gel posedel na vrh
filtrirnega papirja in prepreceval filtracijo zgornjih faz. Heksan se je pri meSanju ocitno
ujel v vsebino gojis€a in do locitve dveh faz ni priSlo. Zaradi pocasne filtracije in nizkega
tlaka v presesalni erlenmajerici bi lahko prislo tudi do hlapenja heksana iz filtrata, kar smo
Zeleli prepreciti, saj bi se tako lindan v vzorcih koncentriral in bi posledi¢no dolocili

napacno razgradnjo lindana.

Ker pri tak$nih zapletih v filtratu nismo dobili dveh jasno lo¢enih faz, temvec poleg njiju
tudi kompaktno peno, smo vzorce, kjer je nastala podobna meSanica, po filtraciji
centrifugirali ter tako zmanjSali koli¢ino pene in lo€ili nepolarno fazo od polarne. Pri
pozitivnih kontrolah, ki niso bile inokulirane z micelijem, podobnih tezav nismo imeli, pri
filtraciji tekoCih kultur, inokuliranih z vrstami gliv H. fragiforme, C. purpureum in
P. ostreatus pa so se pojavile le nekajkrat, medtem ko je filtracija tekocih kultur glive
G. trabeum potekala brez zapletov. Domnevamo, da se je »zamreZenje« heksana zgodilo
zaradi prisotnosti vecje koli¢ine ekstracelularnih encimov v tekoem gojiscu, morda pa
celo z razgradnimi produkti lindana. Pojav smo namreC v najvecji meri opazili pri tekocih
kulturah glive T. versicolor, ki je bila najuspeSnejSa pri razgradnji lindana, pri tekocih

kulturah glive G. trabeum, ki je bila najmanj uspesna, pa ga sploh nismo opazili.

Podobne tezave z loCevanjem faz so se pojavljale tudi pri ekstrakciji iz homogenatov
tekocCih glivnih kultur. Po homogenizaciji je vsebina centrifugirk postala zelo gosta in se ni
locila v dve fazi (slika 13). S centrifugiranjem vzorcev smo vsebino uspeli lociti na
spodnjo polarno fazo in zgornjo heksansko fazo, vendar se je tudi v tem primeru med
obema fazama pojavila tanjSa plast zbite pene, ki nam je ni uspelo odstraniti niti z daljSim
¢asom centrifugiranja. TakSna vmesna faza se je pojavljala pri vseh vzorcih, ki smo jih
pripravili iz homogenatov tekocih glivnih kultur, ne glede na vrsto gliv. Pri homogenizaciji
pozitivnih kontrol centrifugiranje ni bilo potrebno, saj sta se polarni in nepolarni del jasno

locila v dve fazi Ze nekaj minut po kon¢ani homogenizaciji.
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Slika 13: Primer homogenizirane tekoce glivne kulture pred centrifugiranjem.

5.1.4 Razgradnja lindana

Razgradnjo lindana so v vecini raziskav proucevali v tekocih glivnih kulturah (Bumpus in
sod., 1985; Mougin in sod., 1996; Arisoy, 1998; Singh in Kuhad, 1999; de Sousa
Fragoeiro, 2005; Nagpal in sod., 2008; Quintero in sod., 2008). Pri takSnem nacinu gojenja
gliv raziskovalci uporabljajo razlicne nacine ekstrakcije lindana iz tekocih kultur. V
grobem jih lahko razdelimo na dva glavna nacina: ekstrakcijo lindana iz filtratov in iz
homogenatov tekocih glivnih kultur. Vrednosti razgradnje lindana z razli¢nimi vrstami
ligninoliti¢nih gliv se v literaturi razlikujejo, pogosto pa se v raziskavah ukvarjajo tudi z
izbiro nacina ekstrakcije lindana iz tekocih glivnih kultur. Razlike med rezultati razlicnih
raziskav bi namre¢ lahko bile posledica razli¢nih nacinov ekstrakcije, ne pa ucinkovitosti
razgradnje, kar obicajno Zelijo ugotoviti v takih raziskavah. Singh in Kuhad (1999) sta
razgradnjo lindana proucevala v tekoCih kulturah gliv Trametes hirsutus in
P. chrysosporium. Lindan sta iz tekoCih kultur ekstrahirala z etilacetatom po filtraciji.
Topilo etilacetat sta dodala Sele filtratu in ne direktno teko¢emu gojiscu z micelijem, kakor
v naSem primeru. V 28 dneh naj bi gliva P. chrysosporium razgradila 90 % lindana, gliva
T. hirsutus pa priblizno 95 %. Zanimal ju je tudi privzem lindana v glivno biomaso in
njegov morebitni intracelularni ali ekstracelularni metabolizem, zato sta micelij, ki sta ga s
filtracijo locila od gojisc¢a, spirala z etilacetatom in destilirano vodo, s ¢imer sta z njega

odstranila adsorbiran lindan. Tako pripravljen micelij sta nato homogenizirala in v njem s
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plinsko kromatografijo dolocila lindan, kar nakazuje, da razgradnja lindana ne poteka
intracelularno in so zanjo odgovorni ekstracelularni ligninoliticni encimi, kar so predlagali
Ze Bumpus in sodelavci (1985). Temu nasprotujejo Mougin in sodelavci (1996), ki so
lindan razgrajevali v tekocih kulturah glive P. chrysosporium ter izkljucili vpletenost LiP
in MnP v njegovo razgradnjo. Namesto peroksidaz so predlagali delovanje encimov
citokrom P450. V 14 dneh je gliva P. chrysosporium razgradila precej manj lindana kot sta
v svoji raziskavi dolocila Singh in Kuhad (1999), saj je razgradnja znasala le okoli 4 %.
Singh in Kuhad (1999) sta lindan dolocila tudi v miceliju izbranih vrst gliv, vendar s tem
visoke razgradnje lindana nista povezala. Lindan so z razli¢nimi vrstami gliv razgrajevali
tudi Quintero in sodelavci (2008), najve€ lindana pa sta razgradili glivi Bjerkandera adusta
(42 %) in Pleurotus eryngii (49 %). Lindan so ekstrahirali z dodatkom topila teko¢im
glivnim kulturam, organsko in vodno fazo pa so locili z ultrazvo¢nim postopkom. Izjemno
velike hitrosti razgradnje so ugotovili Nagpal in sodelavci (2008), ki so za razgradnjo
lindana uporabili glivo rjave trohnobe Conidiobolus 03-1-56. Popolno razgradnjo lindana
so namre¢ opazili Ze po petih dneh inkubacije, poleg tega pa z dodatnimi analizami z
masno spektroskopijo niso zaznali nobenih razgradnih produktov, zaradi Cesar so sklepali,
da je gliva lindan popolnoma mineralizirala. Tekoce glivne kulture so centrifugirali in
lindan iz supernatantov ekstrahirali s heksanom. Podobno kot Singh in Kuhad (1999) so
preverjali tudi adsorpcijo lindana na biomaso s spiranjem micelija s heksanom in kasnejso
homogenizacijo. V miceliju po petih dneh inkubacije z analizo GC niso dolocili lindana,
kar naj bi pomenilo, da odstranitev lindana iz gojiSca ni posledica njegove adsorpcije na

biomaso.

Razgradnjo lindana smo proucevali s petimi vrstami lesnih gliv, od katerih glivo
G. trabeum uvrS¢amo med glive rjave trohnobe, ostale pa med glive bele trohnobe. Zaradi
domnev, da se del lindana med gojenjem adsorbira na povrsino micelija (Pointing, 2001),
na notranjo povrsino steklenih erlenmajeric in celo na filtrirni papir, smo poleg ekstrakcije
lindana iz filtratov tekocih glivnih kultur vzorce pripravljali tudi z ekstrakcijo lindana iz

homogenatov tekocih kultur.
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5.1.4.1 Trametes versicolor

Rezultati razgradnje lindana v vzorcih, pripravljenih z obema nacinoma ekstrakcije,
kaZejo, da je koli¢ina razgrajenega lindana s ¢asom izpostavitve kulturi glive narascala,
razgradnja pa se je pricela Ze v nekaj urah (slika 7). V primerjavi s pozitivnimi kontrolami
smo razgradnjo lindana v tekocCih glivnih kulturah z obema nacinoma ekstrakcije dolocili
Ze po desetih minutah izpostavitve lindana kulturam glive. Vendar pa so ti rezultati v
okviru statisticne napake in rezultatov teh vzorcev ne moremo zanesljivo razlikovati od
rezultatov pozitivnih kontrol. Do znatne razgradnje lindana pri teh vzorcih najverjetneje ni
prislo. Upostevajo¢ standardne odklone naslednjih dveh ¢asovnih vzorcev (izpostavitev
lindana kulturam glive za dve uri ali Sest ur) lahko ugotovimo, da so bili deleZi
razgrajenega lindana vecji od razgradnje po desetih minutah izpostavitve onesnaZevala
kulturam glive. Razgradnje lindana so pri teh vzorcih koli¢insko zelo podobne, tako glede
na nacin ekstrakcije kot glede na cas izpostavitve lindana teko¢im kulturam glive. Z
ekstrakcijo iz filtratov tekoCih glivnih kultur smo zelo visoko povprecno stopnjo
razgradnje, glede na podatke iz literature, dolocili Ze po enem dnevu razgradnje lindana s
kulturami te glive (75 %), z enakim na¢inom ekstrakcije pa je bila povprecna razgradnja po
treh dneh delovanja glive na lindan 69 %. Glede na to, da je povpre¢na razgradnja lindana
s Casom narascala, lahko sklepamo, da bi se morala po treh dneh izpostavitve kulturam
glive razgraditi vecja koli¢ina lindana kot po enem dnevu izpostavitve. To ugotovitev
podpira tudi nekoliko vecji standardni odklon vzorcev, kjer je bil lindan v tekocih kulturah
glive prisoten tri dni. DeleZ razgrajenega lindana, ki smo ga ekstrahirali iz homogenatov

tekocih glivnih kultur, je v ¢asu gojenja postopoma narascal.

Z obema ekstrakcijama dolo¢ene razgradnje lindana so priblizno enake, saj se standardni
odkloni med nacinoma ekstrakcije prekrivajo. Zato ne moremo trditi, da z enim ali drugim
nac¢inom ekstrakcije dolo¢imo znacilno razli¢no razgradnjo, predvsem pa smo po 21 dneh
izpostavitve lindana kulturam glive iz vzorcev z obema nacinoma ekstrahirali skoraj enake
kolicine lindana (iz filtratov tekocih kultur 5 % in iz homogenatov 2 %). TakSne domneve
bi morali preveriti predvsem z vecjim Stevilom paralelnih vzorcev, saj so trije premalo za

zanesljivost rezultatov.

Na velikost standardnega odklona vpliva tudi merjenje plos¢ine kromatografskega vrha

lindana. Ta vpliv je lahko Se posebej velik pri vzorcih, kjer je bil lindan v tekocih kulturah
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gliv prisoten 21 dni. Merjenje plos¢ine kromatografskega vrha lindana pri teh vzorcih
namre¢ ni bilo zelo zanesljivo, saj sta vrh in njegova plos¢ina zaradi majhne kolicine
nerazgrajenega lindana zelo majhna, zaradi Cesar so relativne napake pri merjenju ploscine
lahko velike. Kljub temu so absolutne napake razgradnje lindana v teh primerih majhne
(npr. sliki 7 in 12). Tudi zaradi tega smo pri vseh vrstah gliv iste vzorce v GC vbrizgali

dvakrat in pri rezultatih upostevali povprecno plos¢ino kromatografskega vrha.

5.1.4.2  Gloeophyllum trabeum

Razgradnja lindana je bila najslabSa v tekocih kulturah glive G. trabeum. Pri skoraj vseh
vzorcih je bil povprecni deleZ razgrajenega lindana znacilno vecji pri ekstrakciji iz filtratov
tekocih glivnih kultur (slika 9). Po dveh urah izpostavitve lindana teko¢im kulturam glive
smo z ekstrakcijo lindana iz filtratov tekocih kultur v vzorcih sicer dolocili nekoliko manj
lindana, vendar so rezultati v okviru statisti¢ne napake enaki rezultatom pozitivnih kontrol.
Bolj zanesljivo lahko reCemo, da smo opazno stopnjo razgradnje dolocili po Sestih urah
izpostavitve lindana kulturam glive. Dolo¢ena vrednost razgradnje lindana se je po enem
dnevu delovanja glive na onesnaZevalo Se nekoliko povecala, nato pa se ni ve¢ spreminjala
in je ostala okoli 40 % tudi v vzorcih, kjer je bil lindan v tekocih kulturah glive prisoten tri
dni ali 21 dni. Dolo¢ena vrednost razgradnje je bila, glede na to, da gliva G. trabeum sodi v
skupino gliv rjave trohnobe, ki v lesu razgrajujejo le celulozo in hemiceluloze, lignin pa
ostane skoraj nerazkrojen, razmeroma velika. Ta wugotovitev se ne sklada s
predvidevanjem, da so pri razgradnji lindana z lesnimi glivami udeleZeni le ligninoliti¢ni
encimi in je blize ugotovitvam nekaterih znanstvenikov, ki trdijo, da razgradnja
ksenobiotikov ni povezana z encimi, ki so udeleZeni pri razkroju lignina (Mougin in sod.,
1996; de Sousa Fragoeiro, 2005). Rezultati, dobljeni iz filtratov tekocih kultur gliv, se
skladajo z rezultati, do katerih so prisli Nagpal in sodelavci (2008), ki kaZejo na popolno
razgradnjo lindana v nekaj dnevih ravno z glivo rjave trohnobe in izkljuCujejo odstranitev

lindana iz gojisca kot posledico adsorpcije na povr§ino micelija.

Razgradnje lindana, doloCene po postopku ekstrakcije s homogenizacijo tekoc¢ih kultur
glive G. trabeum, so v vseh primerih precej majhne (okoli 10 %), pripadajoci standardni
odkloni pa razen v vzorcih, kjer je bil lindan delovanju glive izpostavljen Sest ur ali en dan,

vecji od povprecnih razgradenj. Po 21 dneh razgradnje lindana s kulturo te glive smo v
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vzorcih povprecno dolocili celo ve€ lindana kot v pozitivnih kontrolah, torej do razgradnje
lindana niti v najdaljSem casu prisotnosti insekticida v tekocih kulturah glive ni prislo ali

pa se je ta zgodila v zelo majhnem obsegu.

MozZen vzrok za izmerjeni in izraCunani negativni delez razgrajenega lindana je hlapenje
acetona iz pripravljene raztopine lindana, ki smo jo hranili pri sobni temperaturi v
50 mililitrski zaprti bucki. Tudi razlike med koli¢ino lindana v pozitivnih kontrolah, ki smo
jih pripravili so€asno z gojenjem tekocih kultur gliv 7. versicolor in G. trabeum ter so bile
ravno pri slednji vrsti glive najvecje, nakazujejo, da bi vzrok zanje utegnil biti ravno v
izhlapevanju acetona iz osnovne raztopine lindana. To je toliko bolj verjetno, ker smo
raztopino lindana pripravili ob zacetku poskusov in hkrati z gojenjem tekocih kultur glive
T. versicolor ter jo ponovno uporabili Sele ¢ez nekaj tednov pri gojenju tekocih kultur glive
G. trabeum. Prav tako je lahko priSlo do hlapenja acetona med samim dodajanjem
raztopine lindana vzorcem, saj smo jo pri tem del pretocili v manjSo ¢aSo, v katero smo
nato lahko segali s pipeto. Pri preostalih vrstah gliv smo zaradi omenjenih teZav pripravili
dodatne pozitivne kontrole, kjer smo lindan v tekocem gojiScu inkubirali en dan ali tri dni,
ustje bucke z raztopino lindana pa smo tesno ovili z aluminijasto folijo in jo hranili v
hladilniku. Med samim dodajanjem raztopine lindana nadaljnjim vzorcem smo morebitno
izhlapevanje acetona preprecili tako, da smo nekaj raztopine iz bucke pretocili v ¢aSo, ki
smo jo med postopkom zapirali s steklenim zamaskom oziroma smo uporabili steklenicke,

ki smo jih zapirali z zamaSkom na zavoj.

Na podlagi razgradenj lindana v tekocCih kulturah glive G. trabeum, dolocenih z obema
nacinoma ekstrakcije, je verjetneje, da do razgradnje lindana ni prislo. Adsorpcije lindana
na micelij ne moremo povsem izkljuciti, saj lindana v filtrirani biomasi nismo dolocali. Na
podlagi izracunanih razgradenj v vzorcih, pripravljenih iz homogenatov tekoc¢ih kultur pa
lahko sklepamo, da je do adsorpcije priSlo. Ekstrakcija lindana iz filtratov tekocih kultur

glive G. trabeum najverjetneje ni primerna za dolocanje razgradnje lindana.

5.1.4.3 Hypoxylon fragiforme

Pri vzorcih, kjer smo razgradnjo lindana dolocevali po krajSem Casu inkubacije lindana v
tekocCih kulturah glive H. fragiforme, je razgradnja v vseh primerih vecja pri ekstrakciji

lindana iz filtratov tekoc¢ih glivnih kultur. Zelo veliko razgradnjo smo s tem nacinom
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ekstrakcije dolocili po desetih minutah izpostavitve onesnazevala kulturam glive, pa tudi
po dveh urah in enem dnevu delovanja kulture H. fragiforme na lindan. Ti rezultati
nakazujejo, da je izraCunana razgradnja lindana odvisna od nacina ekstrakcije lindana iz
tekocih kultur. Te trditve pa ne podpirajo rezultati ostalih vzorcev, v katerih je bil lindan
tekoCim kulturam glive izpostavljen Sest ur, tri dni ali 21 dni. V nasprotju s pricakovanji so
tudi rezultati analize filtrirane biomase in filtrirnih papirckov, iz katerih smo ekstrahirali
morebitni adsorbirani lindan, saj smo v njih dolocili zanemarljivo majhno koli¢ino lindana.
Lindan smo v preostali biomasi in na filtrirnih papirckih dolocali le pri nekaj vzorcih (pri
vseh je bil lindan v gojiScu prisoten deset minut), zato ne vemo, ali je bila koliCina
adsorbiranega lindana pri ostalih vzorcih enaka. Iz rezultatov analiz filtrirnih papir¢kov
pozitivnih kontrol, kjer glivne biomase ni bilo, lahko sklepamo, da se lindan pri filtraciji ni
adsorbiral na filtrirni papircek do tolikSne mere, da bi to vplivalo na zmanjSanje koliCine
lindana v filtratu. Ker smo koli¢ino adsorbiranega lindana dolocali v vzorcih, kjer je bil
lindan prisoten deset minut, so imeli ti vzorci najve¢jo koncentracijo lindana, zaradi ¢esar
bi bila lahko adsorpcija lindana pri teh vzorcih najbolj opazna. Ker smo ravno v teh
vzorcih na biomasi in filtrirnih papirckih dolocili izredno majhno koli¢ino lindana,

domnevamo, da odstranitev lindana iz tekocih gojiS¢ ni bila posledica adsorpcije.

Gliva H. fragiforme je izmed izbranih vrst gliv edina, ki jo uvrS¢amo v skupino
zaprtotrosnic (Ascomycotina), medtem ko ostale vrste testiranih gliv spadajo v skupino
prostotrosnic (Basidiomycotina). Ne glede na sistematsko opredelitev pa povzroca belo
trohnobo. Tako kot pri ostalih vrstah gliv, smo tudi pri tej vrsti najuspesnejSo razgradnjo
lindana v tekocih kulturah z obema nacinoma ekstrakcije dolocili po 21 dneh izpostavitve
lindana tekoc¢im kulturam glive (slika 10). Po ekstrakciji lindana iz homogenatov tekoc¢ih
kultur je povpre¢na razgradnja lindana znaSala 96 %, kar je ob upoStevanju merskih napak
primerljivo z najvec¢jo povprec¢no razgradnjo, ki smo jo izmerili v tekoc¢ih kulturah glive
T. versicolor. 1z vzorcev, ki smo jih pripravili s homogenizacijo tekoc¢ih kultur gliv, smo
ekstrahirali tudi lindan, ki bi se lahko adsorbiral na povr§ino micelija ali steno
erlenmajerice. Dobljeni rezultat naj bi zato pomenil, da je manjSa koli¢ina lindana v
tekocih kulturah glive H. fragiforme po treh tednih inkubacije lindana posledica razgradnje
in ne adsorpcije. Na prvi pogled je s to ugotovitvijo nekoliko neskladna povprecna

razgradnja, prav tako doseZena po 21 dneh inkubacije lindana v tekocih kulturah glive, v
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vzorcih, ki smo jih pripravili z ekstrakcijo iz filtratov teko¢ih kultur. Ta je znaSala
79 % + 11 %. Ce privzamemo, da se je del lindana, ki smo ga dodali teko¢im kulturam,
adsorbiral na notranjo steno erlenmajerice in na povrSino micelija, naj bi v primeru
priprave vzorcev s homogenizacijo tekoCih kultur glive ekstrahirali celotno koli¢ino
lindana, prisotnega v erlenmajericah, vklju¢no z adsorbiranim delezem. Pri vzorcih,
pripravljenih z ekstrakcijo lindana iz filtratov tekocih glivnih kultur, pa naj bi dolocili le
preostanek lindana v tekocih kulturah, ki se ni vezal na prej omenjene povrSine, lindan pa
naj bi se vezal tudi na filtrirni papir. Z ekstrakcijo lindana iz filtratov tekocih kultur bi torej
lahko dolocili kve¢jemu vecjo razgradnjo lindana. Iz opisanih rezultatov meritve
razgradnje lindana po 21 dneh izpostavitve lindana teko¢im kulturam glive H. fragiforme
je razvidno, da je bila povprecna koli¢ina lindana, doloCena po ekstrakciji lindana iz
filtratov tekoCih glivnih kultur, okoli petkrat vecja od koli¢ine lindana, dolo¢ene po
ekstrakciji iz homogenatov tekoc¢ih glivnih kultur. Ker so vse razgradnje lindana
izraCunane iz rezultatov treh paralelnih vzorcev, moramo upostevati tudi standardni odklon
povprecne vrednosti razgradnje, Se posebej v primerih, ko je ta velik ali pa je razgradnja
zelo majhna. Standardni odklon je pri vzorcih te meritve, ki smo jih ekstrahirali iz filtratov,
v primerjavi s standardnimi odkloni preostalih vrednosti povpre¢nih razgradenj, precej
velik (11 %). Z upoStevanjem tega bi bila dejanska razgradnja lindana lahko namesto 79 %
najvec 90 %, kar pa je Ze zelo blizu razgradnje, ki smo jo dolocili po ekstrakciji lindana iz
homogenatov tekocih kultur glive. Ne glede na nacin ekstrakcije je bila dolo¢ena

razgradnja lindana po 21 dneh izpostavitve onesnaZevala kulturam glive zelo uspeSna.

Razgradnja lindana je s ¢asom inkubacije narascala, glede na rezultate pa lahko trdimo, da
se je intenzivna razgradnja lindana z glivo H. fragiforme v teko¢i kulturi pricela med

Sestimi urami in enim dnevom izpostavitve lindana teko¢im kulturam glive H. fragiforme.

5.1.4.4 Chondrostereum purpureum

Z gojenjem glive C. purpureum v tekoc¢ih kulturah smo imeli najvec teZav. Micelij je za
zaCetno namnoZitev potreboval ve¢ Casa kot miceliji drugih vrst, prav tako smo najvec
razlik v videzu tekocih kultur glive opazili ravno pri tej vrsti. Vecjih odstopanj pri analizi

vzorcev z GC kljub temu nismo zaznali. Morda je pri tej vrsti prislo do nekoliko
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drugacnega odziva na sestavo gojiS¢a ali dodatek lindana kot pri ostalih vrstah izbranih

gliv, kar se je izrazalo v pocasni rasti in v nenavadnem videzu kultur.

Ze na prvi pogled vidimo, da so povpre¢ne razgradnje, doseZene v tekocih kulturah glive
C. purpureum, odvisne od nacina priprave vzorcev za meritev koli¢ine lindana z GC (slika
11). Z ekstrakcijo lindana iz filtratov tekocih kultur so povprecne razgradnje izjemno
visoke Ze po desetth minutah inkubacije lindana v tekocih kulturah glive. Koli¢ina
razgrajenega lindana je po Sestih urah izpostavitve onesnazevala kulturam glive Se narasla,
nato pa se pri daljSih ¢asih izpostavitve lindana kulturam glive ni ve¢ spreminjala in je bila
zelo velika (veC kot 85 %). Z ekstrakcijo lindana iz homogenatov tekocih kultur smo v
vzorcih dolocili bistveno vecje koli¢ine lindana. Rezultati kazejo, da je celotna razgradnja
(priblizno 40 %) potekla Ze po Sestih urah delovanja kultur glive. Koli¢ina razgrajenega
lindana se kasneje pravzaprav ni vec bistveno spreminjala, z izjemo vzorcev, v katerih smo
razgradnjo dolocali po treh dneh izpostavitve lindana kulturam glive, kjer je bila povprecna
razgradnja nekoliko manjsa. Tudi razgradnje, ki smo jih doloc¢ili po analizi vzorcev, kjer
smo lindan ekstrahirali iz filtratov tekocih glivnih kultur, se po primerjavi z razgradnjami
lindana, ki smo ga ekstrahirali iz homogenatov, ujemajo z domnevo, da se je razgradnja
zgodila po Sestih urah delovanja glive na lindan. Po desetih minutah in dveh urah
izpostavitve lindana kulturam glive smo po ekstrakciji iz homogenatov tekocih kultur glive
precej nezanesljivo doloCilo nizko razgradnjo lindana. Visoki razgradnji pri enakih
vzorcih, kjer smo lindan ekstrahirali iz filtratov tekoc¢ih kultur glive, sta torej moZni
posledici adsorpcije lindana in ne njegove razgradnje, Cesar sicer nismo preverjali z
namakanjem filtrirane biomase in filtrirnih papir¢kov v heksanu, vendar z dvema
metodama ekstrakcije lindana izra¢unane razli¢ne razgradnje po enakem casu izpostavitve
lindana kulturam glive to domnevo potrjujejo. Morda je gliva v gojis€e izlocala snovi, na

katere se je lahko vezal lindan.

Razgradnja lindana po dveh urah izpostavitve kulturam glive je z ekstrakcijo lindana iz
filtratov sicer vecja kot razgradnja, doloCena po desetih minutah delovanja glive na lindan,
vendar je vzrok lahko v razli¢ni koli¢ini biomase v vzorcih. Ce je bilo v vzorcih, kjer smo
dolocali razgradnjo lindana po desetih minutah izpostavitve tekoim kulturam glive,
nekoliko manj biomase kot pri vzorcih, kjer je bil lindan v tekocih kulturah glive prisoten

dve uri, je bil lahko tudi delez vezanega lindana manjsi.
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NajverjetnejSa najvecja razgradnja lindana v tekocih kulturah glive C. purpureum je bila
okoli 40 % in se je zgodila Ze po Sestih urah izpostavitve lindana kulturam glive. Kjer smo
izmerili vecje razgradnje lindana, je to bila verjetno posledica njegove adsorpcije na

biomase glive.

5.1.4.5 Pleurotus ostreatus

Casovni potek razgradnje lindana v teko¢ih kulturah glive P. ostreatus (slika 12) je
primerljiv z razgradnjo lindana v tekocih kulturah gliv 7. versicolor in H. fragiforme (sliki
7 in 10). Koli¢ina razgrajenega lindana je s ¢asom inkubacije lindana v tekocih kulturah
glive narascala. Razgradnje lindana, ki smo jih dolocili po desetih minutah in dveh urah
delovanja kultur glive na lindan, imajo prevelike pripadajoCe standardne odklone, da bi
lahko sklepali na znatno razgradnjo lindana. Po Sestih urah izpostavitve lindana teko¢im
kulturam glive pa smo v vzorcih Ze dolocili precej manj lindana kot v pozitivnih kontrolah.
Z upostevanjem standardnih odklonov se je intenzivna razgradnja lindana bolj zagotovo
pricela po enem dnevu izpostavitve lindana kulturam glive. Po 21 dneh prisotnosti lindana
v tekocih kulturah je tudi gliva P. ostreatus razgradila skoraj vso koli¢ino lindana (okoli
95 %). Razen pri vzorcih, kjer smo razgradnjo lindana dolocali po 21 dneh izpostavitve
lindana kulturam glive, so vidne razlike med nacCinoma ekstrakcije lindana iz tekocih
kultur. Vecjo razgradnjo smo dolocili z ekstrakcijo lindana iz filtratov tekocih kultur glive,
vendar pa razlike niso tako ocitne kot pri glivi C. purpureum. V okviru standardnih
odklonov so razgradnje pribliZzno enake. Tudi pri uporabi te vrste glive za mikoremediacijo
lindana domnevamo, da sta oba nacina ekstrakcije lindana primerna za doloCanje

razgradnje lindana.

5.1.5 Razgradni produkti lindana

Razgradnja lindana z glivami bele trohnobe je kljub ksenobioti¢ni naravi tega
onesnazevala in njegovi intenzivni uporabi v preteklosti manj proucena od razgradnje
ostalih kloriranih organskih biocidov. Raziskave o nastanku njegovih razgradnih produktov
so redke. Prvi so razgradne produkte lindana identificirali Mougin in sodelavci (1996), ki
so z glivo P. chrysosporium v tekoCi kulturi poskusali razgraditi radioaktivnho oznacen
['*C] lindan. Pri tem so poleg '“CO, zaznali nastanek nekaterih polarnih razgradnih

produktov (tetraklorocikloheksena, tetraklorocikloheksen epoksida in
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tetraklorocikloheksenola). SlabSo proucitev razgradnje lindana so pripisali majhni koli¢ini
metabolitov, ugotovili pa so tudi, da razgradni produkti iz vzorcev hlapijo. Prisotnost
tetraklorocikloheksana in tetraklorocikloheksanola sta pri razgradnji lindana v tekocih
kulturah gliv prav tako doloc¢ila Singh in Kuhad (1999). V naSih raziskavah razgradnih
produktov lindana nismo zaznali. Pri analizi z GC se poleg kromatografskega vrha, ki je
pripadal lindanu, niso pojavljali drugi ponavljajoci se vrhovi, ki bi bili navzoci pri razli¢nih
vzorcih. Nekaj vzorcev smo analizirali tudi s plinsko kromatografijo-masno spektroskopijo
(GC-MS), vendar v njih nismo identificirali nobenih kloriranih razgradnih produktov. Ce
pri razgradnji lindana nastanejo polarni razgradni produkti, kot so ugotovili Mougin in
sodelavci (1996), jih z ekstrakcijami, ki smo jih uporabili, nismo mogli zaznati, saj smo
uporabili heksan, ki je nepolarno topilo. Tako smo pri analizi z GC v heksanski fazi lahko
zaznali le tiste molekule, ki so topne v nepolarnem heksanu, ostalih pa ne. Mozno je tudi,
da so nastali razgradni produkti med gojenjem in razgradnjo izhlapeli, tako kot so
predlagali Mougin in sodelavci (1996), ali pa je bila njihova koli¢ina premajhna in jih z

analizami nismo zaznali.

Za bolj natan¢no proucitev ¢asovnega poteka razgradnje lindana v tekocih kulturah gliv bi
morali razgradnjo lindana dolocati po veC razli¢nih casih izpostavitve lindana tekocim
kulturam gliv. Za bolj zanesljive rezultate bi potrebovali vecje Stevilo paralelnih vzorcev.
V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno razgradnjo lindana prouciti in ovrednotiti tudi z

meritvami encimske aktivnosti ter z u¢inkovitejSim spremljanjem razgradnih produktov.

5.2 SKLEPI

Razgradnja lindana v tekocih kulturah gliv je odvisna od vrste glive, uporabljene pri

mikoremediaciji, in ¢asa izpostavitve lindana teko¢im kulturam gliv.

Glive bele trohnobe so sposobne razgraditi lindan. Pri tem so bile najuspeSnejSe vrste
T. versicolor, H. fragiforme in P. ostreatus, pri katerih je koli¢ina razgrajenega lindana s
c¢asom izpostavitve kulturam gliv narascala. Po 21 dneh izpostavitve lindana tekocim
kulturam gliv smo s temi vrstami razgradili ve¢ kot 90 % lindana. Razgradnja lindana je

bila najhitrejSa v tekocih kulturah glive 7. versicolor. Razgradnja lindana je bila manj
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uspesSna v tekocih kulturah glive C. purpureum, neuspeSna pa je bila v tekocih kulturah

glive rjave trohnobe G. trabeum.

Stopnja adsorpcije lindana na povrSino micelija je odvisna od vrste gliv. Pri tekocih
kulturah gliv G. trabeum in C. purpureum se je zgodila v obsegu, ki je vplival na dolocitev
uspesSnosti razgradnje lindana. Pri teh vrstah gliv je za natan¢no dolocitev razgradnje
lindana bolj primerna ekstrakcija lindana iz homogenatov tekocih kultur kot ekstrakcija
lindana iz filtratov tekocih kultur gliv. Pri tekocih kulturah gliv 7. versicolor,
H. fragiforme in P. ostreatus smo z obema nacinoma ekstrakcije lindana iz tekoc¢ih glivnih

kultur dolodili primerljive razgradnje lindana.
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6 POVZETEK

Glive bele trohnobe imajo razvite nespecificne encimske sisteme za razgradnjo lignina, saj
so med drugim ligninolitiéni encimi zelo ucinkoviti tudi pri razgradnji ligninu strukturno
podobnih organskih onesnazeval. V diplomskem delu smo ugotavljali razgradnjo lindana v
odvisnosti od Casa izpostavitve teko¢im kulturam izbranih lesnih gliv, od katerih so bile
vrste P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum in H. fragiforme predstavnice gliv bele
trohnobe, vrsta G. trabeum pa sodi v skupino gliv, ki povzrocajo rjavo trohnobo. Primerjali
smo tudi vpliv nacina ekstrakcije lindana iz tekocih glivnih kultur na dolocitev njegove

koncentracije in razgradnjo.

Po 21 dneh izpostavitve lindana tekofim kulturam gliv smo z glivami T versicolor,
H. fragiforme in P. ostreatus dosegli skoraj popolno razgradnjo lindana. Odstranitev
lindana iz medija je bila posledica razgradnje z glivnimi encimi, izbira nacina ekstrakcije
lindana iz tekocih glivnih kultur pa ni bistveno vplivala na izra¢unano razgradnjo lindana.
Visoke razgradnje lindana smo pri teh vrstah dolocili tudi po enem dnevu in treh dneh
izpostavitve lindana teko¢im kulturam gliv. Pri razgradnji lindana je bila najuspeSnejsa
tekoca kultura glive T. versicolor, razgradnja s to vrsto glive pa je prav tako potekala

najhitreje.

Razgradnja lindana v tekoc¢ih kulturah glive rjave trohnobe G. trabeum ni bila uspesna,
manjSe koli¢ine lindana v gojis¢ih pa smo najverjetneje dolocili zaradi adsorpcije lindana.
Prav tako je bila manj uspeSna tudi razgradnja lindana v tekocih kulturah glive
C. purpureum, ki se je sicer zgodila Ze po nekaj urah, vendar se je potem ocitno ustavila,
saj se koli¢ina lindana v vzorcih ni ve¢ spreminjala. Pri poskusih razgradnje onesnazevala s
temi vrstami gliv je potrebno pri dolocevanju koli¢ine lindana v tekocih kulturah

upostevati adsorpcijo lindana predvsem na povrSino micelija gliv v tekocih kulturah.

Dokazali smo, da zmanjSana koli¢ina lindana v tekocih kulturah gliv bele trohnobe z

izjemo C. purpureum ni posledica adsorpcije temvec razgradnje lindana.
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Andreji Zagar, za prijaznost in pomo¢ pa se zahvaljujem tudi Bo§tjanu Lesarju. Doc. dr.
Mihi Humarju se zahvaljujem za Stevilne koristne in vselej razpolozljive nasvete. Za

pomoc¢ pri laboratorijski opremi se zahvaljujem tudi asistentu Gregorju Repu.

Za uporabo centrifuge se zahvaljujem prof. dr. Hojki Kraigher ter celotnemu Oddelku za
gozdno fiziologijo in genetiko Gozdarskega inStituta Slovenije, Se posebej pa dr. Tinetu

Grebencu.

Spopadanje z zadetnimi teZavami ter vsemi nadaljnjimi zapleti bi bilo neznansko tezje brez
Francka, ki mi je bil v izredno pomoc, za kar se mu poleg jeklene potrpezljivosti in seveda

hrane zahvaljujem do planetov in nazaj.

Maji hvala za prijetna Studijska leta in Stevilne zabavne trenutke, v preteklem letu pa Se za

poslusanje tegob in predvsem za skupne razmisleke in pomenke.

Za vso pomoc¢ in podporo, ki sta mi bili vedno na razpolago tako tekom Solanja kot sicer,
se najlepse zahvaljujem starSem. OcCetu se Se posebej zahvaljujem tudi za urejanje naloge,
mami pa za vzpodbudne besede. Maji, ki mi od nekdaj pomaga pri vsem in neomajno stoji
ob strani, sem neskon¢no hvaleZna za brezmejno potrpljenje in vso skrb, seveda pa tudi za

popravke naloge, briljantne predloge in reSitve ter vse neprecenljive slascCice.

Juriju se zahvaljujem za vse ribe.



