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1 UVOD

Les je organski material, zato je podvrzen razkroju abiotskih (dejavniki nezive narave) ter
biotskih (dejavnike zive narave) dejavnikov. Abiotski dejavniki delujejo mehansko,
fizikalno ter kemijsko (npr. ogenj, voda, svetloba, sneg...). Med biotske dejavnike
uvrséamo lesne insekte in glive. Glive imajo poleg negativnih (okuzba in razkroj lesa,
toksi¢nost nekaterih vrst za Cloveka, psihoaktivne gobe...) tudi Stevilne pozitivne ufinke
(kulinari¢ne dobrote, zdravilni ucinki za c¢loveka...) ter so Siroko uporabljene v
biotehnologiji. V te namene najveC uporabljajo glive iz skupine Deuteromycotina
(nepopolne glive), npr. Aspergillus niger, Penicillium notatum-chrysogenum, Trichoderma
viride. Glive iz skupine Basidomycotina (prostotrosnice) pa postajajo zelo pomembne na
okoljskem podrocju, saj imajo sposobnost razgrajevanja velikega Stevila organskih
kemikalij, kar jim omogocajo ekstracelularni oksidativni encimi nespecifi¢nega znacaja,
kot so lakaze, lignin in mangan peroksidaze. Phanerochaete chrysosporium je gliva, s
katero je bilo opravljenih najve¢ raziskav ter je Siroko uporabna za razgrajevanje

ksenobiotikov, saj ustvarja razlicne peroksidaze in ligninaze (Wainwright, 1992).

Moznosti uporabe gliv v biotehnologiji (Wainwright, 1992):

e proizvodnja biokemikalij (organske kisline, industrijski alkoholi, polisaharidi,
encimi, lipidi, vitamini, aminokisline...),

e medicinska biotehnologija (antibiotiki, farmakoloska sredstva...),

e papirna industrija,

e okoljevarstvena biotehnologija (razgradnja pesticidov, bioremediacija,
biosorpcija ionov tezkih kovin),

e prehrambena industrija (uZitne gobe, barvila za hrano, zivilska tehnologija...),

e kmetijstvo,

e lesarstvo (razstrupljanje zascitenega lesa, miko les, lepljenje, kompostiranje...);
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2  PREGLED OBJAV

V postopku bioremediacije uporabljamo organizme (glive, bakterije) za razgradnjo ali
pretvorbo polutantov iz dolo¢enega okolja (les, zemlja, voda...), pri ¢emer organizem

lahko porablja polutant tudi kot vir hrane.

Odpaden zasCiten les se lahko razstrupi na razlicne nacine. Kontrolirano seziganje v
inceneratorjih z namenom pridobivanja energije je relativno drago. Fizikalna remediacija
(mletje ter spiranje z H,O) s poznejSo bioremediacijo je cenejsi ter obenem bolj ucinkovit
nacin. Postopek lahko nadaljujemo z reciklazo — ponovno uporabo lesa ter zaScitnega

sredstva (Messner in Bohmer, 1998).

Za razstrupljanje lesa, zaSCitenega z organskimi pripravki, uporabljamo glive bele trohnobe
in bakterije (Humar in Pohleven, 2005). Razgradnja in presnova policikli¢nih aromatskih
ogljikovodikov (PAH) obi¢ajno poteka intracelularno. 1z tega dejstva izhajajo naslednje
ugotovitve (Messner in Bohmer, 1998):
e bakterije imajo vecjo sposobnost razgrajevanja PAH kot glive,
e vecina organizmov lahko razkraja le PAH, ki imajo v svoji strukturi manj kot
Stiri aromatske obroce,
e glive bele trohnobe z nespecificnimi encimi imajo sposobnost razgrajevanja
PAH z ve¢ kot Stirimi aromatskimi obro¢i v strukturi (Humar in Pohleven,
2005),
e glive bele trohnobe lahko hitro oksidirajo PAH v metabolite, ki se lahko nato

temeljiteje razgradijo z bakterijami ter drugimi vrstami gliv;
2.1 DOSEDANIJE RAZISKAVE
Znanstveniki so razvili Ze nekaj uspesnih nacinov bioremediacij. Portier in Kressbach sta

leta 1992 s tristopenjskim kombiniranim fizikalno-kemijskim postopkom (mletje ter

¢iS€enje z etanolom) razgradila 98 % vseh PAH v lesnih ostankih, kontaminiranih s
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kreozotnim oljem. Tretja stopnja tega postopka je bila bakterijska bioremediacija lesnih
delcev (Messner in Bohmer, 1998).

V podjetju TGW Teltow so leta 1995 razvili Seststopenjski postopek cCiscenja lesa,
zaSCitenega s kreozotnim oljem. Uspeli so razgraditi 96 % PAH. Zmlete delce lesa pri tem
postopku spirajo z meSanico vode in detergentov v turbulentnem zra¢nem toku.
Bjerkanadera adusta ter Phanerochaete chrysosporium sta se pokazali kot najboljsi glivi
razkrojevalki, meSanica acetona in etanola pa kot najboljSe topilo za izpiranje kreozotnega

olja iz lesa (Messner in Bohmer, 1998).

Razgradnjo nekaterih PAH v tekoc¢ih kulturah z glivama Bjerkanadera adusta in Pleurotus
ostreatus so raziskovali tudi Schiitzendubel in sodelavci (1999). Bjerkanadera adusta je
pokazala najboljSe rezultate, saj je v treh dneh razgradila 38 % pirena, 55 % fluorena, 30 %
penantrena, 28 % pirena ter 27 % fluoroantena. Pleurotus ostreatus je razgradila 62 %
antracena v dvanajstih dneh, 42 % fluorena v sedmih dneh ter 1 — 12 % pirena, penantrena

ter fluorantena v oseminstiridesetih dneh raziskave.

UspesSno so razvili tudi dvostopenjski postopek ¢iS¢enja zemlje, kontaminirane s PAH.
Prva stopnja je postopna mobilizacija PAH iz trdne v tekoco fazo, ki ji sledi mikrobni
katabolizem. S to metodo lahko razgradimo le hidrofilne, hidrofobni polutanti pa tvorijo
skupke v vodi, ki so zato biorazgradljivi. Delez mobiliziranih PAH je po 11 mesecih

bioremediacije (pet ciklov ¢iS¢enja z vodno raztopino detergenta) znasal 98 % (Zheng in

Obbard, 2002).

Eggen in Sveum (1999) sta proucevala ucinek glive Pleurotus ostreatus, temperature ter
dveh razli¢nih metod (dodatek lubja zemlji z ali brez gnojila) na u¢inek razgradnje PAH v
zemlji, kontaminirani s kreozotnim oljem. Pokazalo se je, da ima gliva pozitiven uinek na
razgradnjo PAH, povecujeta ga inkubacija zemlje pri 22 °C pred inokulacijo ter dodajanje
lubja brez gnojila. Pri temperaturi 8 °C gliva najbolje razkraja PAH v zemlji z lubjem brez
gnojila. Dodano gnojilo povecuje mikrobno aktivnost pri nizji temperaturi in s tem

razgradnjo PAH.
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Walter je s sodelavci leta 2005 raziskoval bioremediacijo zemlje, prepojene s PCP, z glivo
Trametes versicolor. Raziskava je potekala dve leti in pol v posebej konstruiranih posodah
z dobrim prezraevanjem ter kontrolirano temperaturo in vlaznostjo zemlje. V dveh letih se

je koncentracija PCP v zemlji znizala priblizno 200-krat (z 800 — 1000 mg/kg na 4 mg/kg).

Levin je s sodelavci (2003) in vitro raziskoval sposobnost glive Trametes trogii za
razgradnjo antracena in nitrobenzena. Plinsko-tekoc¢inska kromatografija je pokazala, da se
je v 12 do 14 dneh razgradilo ve¢ kot 90 % obeh organskih ksenobiotikov. Ugotovili so
tudi, da gliva ustvarja najvec lakaze, manjSa pa je produkcija mangan peroksidaze. Zadnje
raziskave so pokazale dobro razgradnjo ostalih PAH, zato domnevajo, da je gliva primerna

tudi za detoksifikacijo onesnazeval.

McBain in sodelavci (1993) so raziskovali tudi uspeSnost razgradnje PCP v lesenih
nosilcih z bakterijami Rhodococcus chlorophenolicus in Flavobacterium sp. ter glivo bele
trohnobe Phanerochaete chrysosporium. Ugotovili so, da bakterije razgradijo
(mineralizirajo) 20 do 25 % PCP v lesu po dveh do osmih tednih. Gliva Phanerochaete
chrysosporium je razgradila 95 % PCP v lesu in ga ve¢inoma (80 %) pretvorila v

pentakloroanizol.

Glive bele trohnobe imajo Stevilne pozitivne lastnosti, ki potrjujejo njihovo primernost za
bioremediacijo (Reddy, 1995):
e mineralizacija Sirokega spektra toksi¢nih ksenobiotikov (preglednica 1),
e Siroka razSirjenost v naravnem okolju,
e izlocanje ekstracelularnih encimov, ki razkrajajo tudi substrate z nizko topnostjo,
e poceni substrati za primarni vir ogljika (slama, tr§cice, lubje...), ki jih lahko brez
Skode za okolje dodamo na kontaminirano podlago,
e aktivacija lignoliticnega sistema ob pomanjkanju dusika, ogljika ali Zvepla (hranilni
viri),

e razra$¢anje s hifami, na ta nacin same kolonizirajo kontaminirano podrocje;
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Preglednica 1: Snovi, ki jih razgrajujejo glive bele trohnobe (Reddy, 1995)

Skupina Vrste Glive razkrojevalke (primeri)
Barvila azo barvila Phanerochaete chrysosporium
Belila klorolignini, klorofenoli, klorirane | Phanerochaete chrysosporium,
alifatske spojine Trametes versicolor
Klorofenoli 2,4-diklorofenol, 2,4,6- Phanerochaete chrysosporium

triklorofenol, PCP

Nitrotolueni 2,4-dinitroroluen, 2,4,6- Phanerochaete chrysosporium

trinitrotoluen (TNT)

Policikili¢ni aromatski antracen, piren, perilen, Trametes versicolor, Pleurotus
ogljikovodiki (PAH) benzo(a)piren, benz(a)antracen, ostreatus, Chrysosporium
benzo(e)piren, pentatren, naftalen | lignorum, Phanerochaete
chrysosporium, Coriolopsis

polyzona

Poliklorirani bifenili (PCB) - Phanerochaete chrysosporium

2.2 ORGANSKI BIOCIDI ZA ZASCITO LESA

Lindan (y-1,2,3,4,5,6-heksaklorocikloheksan) se v normalnih pogojih nahaja v obliki
brezbarvnih negorljivih kristalov, ter ima znacilen zatohel vonj. Bolje kot v vodi, je topen
v nekaterih organskih topilih (acetonu, etanolu, toluenu). Je insekticid z delovanjem na
zivéevje. Sunkovito prodre v kutikulo, zavre prenos drazljajev, ter tako onemogoci

delovanje insektov (Unger in sod., 2001).

Na-PCP (natrijev pentaklorofenolat) spada med klorofenole— sinteticne organske spojine,
ki nastanejo s kloriranjem fenola oz. hidrolizo klorobenzenov. Dokaj dobro je topen v vodi,
v toluenu je netopen. Je fungicid s Siroko uporabnostjo, ki povzroca okvaro metabolizma,

posledi¢no pa izgubo ATP, kar povzroci propad celic (Unger in sod., 2001).

Permetrin (3-fenoksibenzil(1-rs)-cis,trans-3-(2,2-diklorovinil)-2,2-dimetilciklopropan-1-
karboksilat) spada med piretroide. Ima rumeno do svetlo rjavo barvo, je skoraj netopen v
vodi, bolje pa se topi v nekaterih organskih topilih (acetonu, heksanu, metanolu). Je
insekticid z delovanjem na zivcevje. Prekine izmenjavo ionov in s tem prenos drazljajev po

ziv€evju (Unger in sod., 2001).
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PCB (poliklorirani bifenili) so sinteticne organske spojine z znacilnim ostrim vonjem.
Sestavljene so iz molekule bifenila in enega ali ve¢ atomov klora. Bifenil vsebuje 12 C in
10 H atomov. Lastnosti spojin so variabilne, odvisne od $tevila in polozaja CI atomov v
molekuli PCB. Vseh moznih izomerov je 209. PCB so bili uporabljeni kot aditivi v
pesticidih in insekticidih, zaradi odlicnih tehnoloskih lastnosti (negorljivost, kemijska
obstojnost) pa tudi v industrijske namene (dielektriki v elektromotorjih, transformatorjih,
kondenzatorjih, aditivi v hidravli¢nih oljih, oljih za izolacijo ali prenos toplote, premazih,

asfaltu) (Lovrencic, 2001).

Klorofenoli so se uporabljali kot zas¢ita proti boleznim rastlin, skupaj z drugimi spojinami

pa so se uporabljali tudi za zasc¢ito naravnega usnja (Czaplicka, 2004).

2.3 KLORIRANA ORGANSKA ONESNAZEVALA

2.3.1 Nacini onesnaZevanja okolja

Klorofenoli se nahajajo (Czaplicka, 2004):
e v zraku, kot posledica seziganja impregniranega lesa, premoga in drugih
kontaminiranih proizvodnih odpadkov,
e v zemlji, kot produkt biodegradacije pesticidov, herbicidov oz. stranski produkt
razliénih tehnoloskih procesov, v humusu pa lahko nastanejo tudi kot stranski
produkt kloriranja vode,

e v podtalnico ter povrSinski vodo prodrejo spontano z reakcijami kislin;
2.3.2 Vpliv na ¢loveka — toksikologija
Lindan je mocan ziv¢ni strup. Lahko se nakopi¢i v maSCobnem tkivu ter materinem

mleku. Povzrofa negativne krvne spremembe, zivéne bolezni (preobcutljivost), pri

poskusih na misih pa so odkrili, da povzroca tumor na jetrih (Unger in sod., 2001).

Na-PCP drazi kozo in sluznico. Je rakotvoren, kar velja za vse klorofenole z ve¢ kot

dvema atomoma klora. Rakotvornost klorofenolov je odvisna tudi od polozaja Cl glede na
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—OH skupnino (npr. 3,5-diklorofenol je bolj rakotvoren kot 2,6-diklorofenol). V ¢loveski
organizem prodre skozi kozo, oralno ter z dihanjem. Povzro€a izgubo apetita, oslabelost,

glavobole, motnje spanca ter izgubo koncentracije (Unger in sod., 2001).

Permetrin povzroCa tresavico, izCrpanost, razburljivost, miSicne krée ter motnje

imunskega sistema. Dokazano je tudi rakotvoren (Unger in sod., 2001).

PCB drazi sluznico nosu, grla in o¢i (Lovrenci¢, 2001). Zelo pocasi se izloca iz telesa, saj

bioloski razpolovni ¢as za PCB z vec kot petimi Cl atomi znasa ve¢ let (Makovec, 2004).

2.4 BIOREMEDIACIJA SINTETICNIH ORGANSKIH ONESNAZEVAL

2.4.1 Nacini odstranjevanja kloriranih organskih molekul iz okolja

V naravnem okolju poleg bioremediacije (z glivami in bakterijami) potekajo Se trije nacini
transformacije klorofenolov v okolju neskodljive produkte (Czaplicka, 2004):

e Fotodegradacija (poteka v zraku ter vodnih okoljih)

e Sorpcija

e Oksidacija in evaporacija (poteka v vodnih okoljih)

Fotodegradacija obsega naslednje procese: fotooksidacijo, fotoredukcijo, fotosubstitucijo,
fotodisociacijo ter fotoizomerizacijo. Kriteriji za uspesnost fotodegradacije so sposobnost
absorpcije svetlobe, valovna dolzina sevanja, Cas izpostavljenosti ter stanje okolja, v
katerem poteka reakcija. V zraku poteka fotodegradacija s simultanim delovanjem fotolize
in hidroksi radikala. V vodnih okoljih je fotodegradacija rezultat fotolize klorofenola ali

reakcije klorofenola s kisikom in peroksi radikali, ustvarjenimi od son¢ne svetlobe.

Struktura kon¢nih produktov je odvisna od strukture vhodne spojine, pH topila, vrste
topila, letnega Casa ter pH okolja. Pri fotodegradaciji 2,4,6-triklorofenola v vodni raztopini
tako nastanejo diklorofenoli in monoklorofenoli. Kadar namesto vode kot topilo
uporabimo H,0O,, nastanejo 2,6-diklorobenzokinon, 2,6-diklorohidrokinon, 3,5-

diklorokatekhol, dihidroksitriklorobenzen ter trihidroksitriklorobenzen. Na hitrost
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fotodegradacije ima glavni vpliv struktura spojine, Se posebno polozaj CI atomov (npr. 3,5-

diklorofenol je bolj reaktiven od 4,6-diklorofenola) (Czaplicka, 2004; Czaplicka, 2005).

Kadar se ostanki izgorevanja (pepel industrijskih odpadkov), kontaminirani s klorofenoli, z
dezjem sperejo v vode, govorimo o sorpciji. Najveckrat nato v vodah nastajajo sedimenti.

Uspesnost sorpcije je odvisna od pH vode ter lipofilnosti klorofenolov (Czaplicka, 2004).

Oksidacija klorofenolov v naravnem okolju ni tako pomembna, kot prej omenjena
postopka. Njena ucinkovitost je odvisna od koncentracije raztopine v okolju in temperature

okolja (vi§ja temperatura pomeni tudi hitrejSo reakcijo).

Evaporacija klorofenolov je odvisna predvsem tlaka in temperature vodne raztopine, v
kateri se nahaja klorofenol. Lahko poteka tudi v vodah, kjer je temperatura okolja do 20 °C

(Czaplicka, 2004).

2.4.2 Alternative bioremediacije kloriranih organskih molekul

Poleg bioremediacije z glivami poznamo tudi bioremediacijo z bakterijami, ki lahko
delujejo v aerobnih ali anaerobnih pogojih (preglednica 2). Vecina klorofenolov je na
razgradnjo v aerobnih pogojih odporna, saj Cl atomi ovirajo delovanje oksigenaz, ki so
inicatorji degradacije aromatskih obrocev. Kljub temu pa so v aerobnih pogojih z uporabo
razli¢nih kultur bakterij, uspe$no razstrupili mnogo razli¢nih klorofenolov. Nekatere izmed
njih lahko razstrupimo tudi v anaerobnih pogojih, vendar je ta proces bistveno (2 do 10-
krat) pocCasnejsi, kar pa ne velja le za PCP, pri katerem je proces anaerobnega
razstrupljanja hitrejSi. Konc¢ni produkti deklorizacije PCP so bodisi Cl in CO, (aerobni

pogoji), bodisi CHy4 (anaerobni pogoji) (Czaplicka, 2004).
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Preglednica 2: Bakterijska bioremediacija (Czaplicka, 2004)

Bakterijska bioremediacija | Primeri razstrupljenih klorofenolov Uporabljene kulture
e aerobna e 2-klorofenol Norcadia, Pseudomonas,
e 2.4-diklorofenol, 2,6-diklorofenol Bacillus, Mycrobacterium

e 2.4 5-triklorofenol, 2,4,6-triklorofenol | Coeliacum;

e  3-metil-4-klorofenol

e PCP

e anaerobna e 2-klorofenol
e 2 .4-diklorofenol, 2,6-diklorofenol
e PCP

2.4.3 Bioremediacija z glivami bele trohnobe

V procesu bioremediacije z glivami bele trohnobe so udelezene naslednje vrste encimov
(Reddy, 1995):

e Lignin peroksidaze (LiP)

e Mangan peroksidaze (MnP)

e Lakaze (Lac)

LiP so ekstracelularni glikozilirani hemoproteini. Prvi¢ so jih odkrili pri glivi bele
trohnobe Phanerochaete chrysosporium, enako MnP (Anke, 1997). Ob prisotnosti H,O;
sprozijo eno-elektronsko oksidacijo aromatskih obrocev lignina v kationske radikale, ki
nato oksidirajo v benzilne alkohole in aldehide. Odstranitev glikozidnega dela ne zmanjSa
njihove encimske aktivnosti. Spojina mora imeti redoks potencial do 1.5 V, da LiP

postanejo aktivne.

Slabost LiP je velikost. Molekula je prevelika, da bi prodrla v olesenelo celi¢no steno, tudi
¢e je le-ta ze delno razgrajena. Njihova glavna prednost pa je nespecifi¢nost. Tako lahko

oksidirajo tudi ligninu strukturno podobne kemijske spojine (Reddy, 1995; Tavzes, 2003).

MnP so ekstracelularni glikozilirani hemoproteini. Ob prisotnosti vodikovega peroksida

oksidirajo Mn(II) v Mn(III) ione. Oksidirajo tudi Stevilne fenolne substrate, vendar mnogo
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pocasneje, kot Mn(II) ione. Njihova aktivnost se poveca ob prisotnosti preprostih
organskih kislin, pri depolimerizaciji lignina pa igrajo ¢ pomembnejSo vlogo, kot LiP.
Spojina mora imeti redoks potencial do 1.1 V, da MnP postanejo aktivne. (Reddy, 1995;
Tavzes, 2003).

Lac (benzendiol kisikove oksireduktaze) so ekstracelularni glikoproteini, ki vsebujejo
baker. Prvi¢ so bile odkrite pri japonski drevesni vrsti Rhus vernicifera (Anke, 1997).
Spadajo v majhno skupino encimov, imenovano »modre bakrove oksidaze«. Ob prisotnosti
molekularnega kisika oksidirajo fenolne substrate v fenoksi radikale, ob ustreznih aditivih

(npr. kisline) pa tudi nefenolne aromatske spojine (Reddy, 1995; Tavzes, 2003).

2.5 BIOREMEDIACIJA ANORGANSKIH SNOVI

Za bioremediacijo lesa, zasCitenega s pripravki na osnovi bakra (anorganska zascitna
sredstva), uporabljamo glive rjave trohnobe in bakterije (Humar in Pohleven, 2005). Peek
in sodelavci (1993) so raziskovali uspeSnost gliv Antrodia vaillantii, Postia placenta ter
Rigidopturus vitreus pri razgradnji lesa, impregniranega z bakrovimi, kromovimi ter
arzenovimi CCA, CC ter CCF pripravki. Iz borovega lesa, impregniranega z razli¢nimi
pripravki, se je po izpostavitvi glivam izpralo:

e Baker: v CCA in CC pod 2 %, v CCF 20 %,

e Krom: v CCA 50 do 60 %, v CC 80 %, v CCF 3 %,

e Arzen: v CCA 60 do 75 %;

2.6 NAMEN RAZISKAVE
Glive bele trohnobe v lesu razkrajajo predvsem lignin. Namen diplomske naloge je bil

ugotoviti, ali so sposobne razkrajati organske biocide, ki so strukturno podobni ligninu;

sorodna znacilnost so aromatski obroci.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Testni organizmi

Iz banke gliv Biotehniska fakultete, Oddelka za lesarstvo, Katedre za patologijo in zas¢ito
lesa smo uporabili naslednje izolate lesnih gliv:
o  Gloeophyllum trabeum (navadna tramovka): $t.izolata ZIM LO018, oznaka seva Gt2,
e Hypoxylon fragiforme (ogljena kroglica): $t. izolata ZIM L108, oznaka seva Hf,
e Pleurotus ostreatus (bukov ostrigar): izolat brez oznake (izoliran leta 1998), oznaka
seva Plo5,
e Trametes versicolor (pisana ploskocevka): izolat brez oznake (izoliran leta 1998),

oznaka seva Tv6;

Gloeophyllum trabeum je gliva povzrociteljica rjave trohnobe, ki se pojavlja na vgrajenem
lesu, izpostavljenemu zunanjim pogojem (les v stiku z zemljo in betonom, stre$ni tramovi,
rudniski les, ZelezniSki pragovi, leseni Colni...). Najbolj razsirjena je v Evropi, Severni
Ameriki, Avstraliji ter nekaterih afriSkih drzavah. Okuzi in razkraja tako iglavce, kot tudi
listavce. Optimalna pogoji za rast: T = 35 — 40 °C, ujesa = 30 — 50 %. Rast variira od 6 do
11,4 mm na dan. Gliva je tolerantna na arzen ter baker in lahko preZivi do 10 let v zra¢no

suhem lesu (Eaton in Hale, 1993).

Hypoxylon fragiforme je gliva, ki spada v skupino ascomycotina (zaprtotrosnice).
Razsirjena je v Evropi in Severni Ameriki, okuzuje pa listavce (Alnus, Betula, Carpinus,
Populus, Quercus, Sorbus in Tilia). Na bukovini (Fagus sylvatica) se pojavlja kot primarna

saprofitska gliva (Hypoxylon fragiforme, 2006).

Pleurotus ostreatus je po svetu zelo razSirjena saprofitska gliva bele trohnobe, ki
najveckrat okuzi listavce, posebno bukovino, veliko manj se pojavlja na iglavcih. Okuzi

tudi furnirske plosce in lesna tvoriva; zaradi tega je bila doloCena kot testna gliva v
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evropskem standardu. Gojijo jo tudi v prehrambene namene. Pri T = 27 °C, ki je

optimalna, zraste 7,5 mm na dan (Eaton in Hale, 1993).

Trametes versicolor je gliva bele trohnobe, ki se pojavlja na poskodovanih ali odpadlih
drevesih, zelo pogosto tudi na hlodovini in Storih listavcev, razen hrasta in kostanja.
Obcasno se pojavlja tudi na Storih iglavcev, jamskem lesu ter Zelezniskih pragovih in lesu,
ki ni v neposrednem stiku z zemljo. Razsirjena je predvsem v dezelah z zmerno klimo.
Optimalni pogoji za rast: T = 30 — 36 °C, ujesa = 40 — 45 % (uspesno raste tudi pri visji
vlaznosti lesa). Zraste do 15 mm na dan, je tolerantna na organske pripravke, obcutljiva pa

na bakrove in cinkove soli (Eaton in Hale, 1993).

3.1.2 Kemikalije

Testne substance (biocidi):

e Lindan (1,2,3,4,5-pentakloro-6-(klorometil)cikloheksan), kataloska Stevilka
233390, proizvajalec Sigma-Aldrich,

e Na-PCP (natrijev pentaklorofenolat), kataloska Stevilka 76480, proizvajalec Fluka,

e PCB-153 (2,2’,4,4',5,5 "-heksaklorobifenil), kataloska Stevilka 35602, proizvajalec
Sigma-Aldrich,

e Permetrin (3-fenoksibenzil(1-rs)-cis,trans-3-(2,2-diklorovinil)-2,2-
dimetilciklopropan-1-karboksilat), kataloska Stevilka 45614, proizvajalec Sigma-
Aldrich;

Topilo:
e DMSO (dimetilsulfoksid), proizvajalec Kemika Zagreb

Hranilno gojisce:

e PDA (krompirjev glukozni agar), proizvajalec Difco
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3.1.3 Laboratorijska oprema in inventar

e Tehtnica, proizvajalec Tehtnica,

e Avtomatska pipeta 100 pL, proizvajalec Ependorf,

e Avtomatska pipeta | — 5 mL, proizvajalec Ependorf,
e Laminarij, proizvajalec Kambic,

e Avtoklav, proizvajalec Sutjeska Zagreb;

3.2 METODA DELA

3.2.1 Ugotavljanje rasti micelija glive pri razli¢nih koncentracijah izbranih testnih

substanc

Eksperimentalno dolo¢anje rasti micelija izbranih gliv (3.1.1) pod vplivom razli¢nih
koncentracij izbranih kemikalij (3.1.2) je potekalo na Katedri za patologijo in zascito lesa,

Oddelka za lesarstvo, Biotehniske fakultete v Ljubljani.

Priprava:

Prva faza je bila sterilizacija steklovine. Najprej smo jo oprali z detergentom, nato splaknili
v destilirani vodi ter 70 % etanolu, na koncu pa Se 30 min avtoklavirali pri tlaku 1,5 bar in
temperaturi 121 °C. Temu je sledila priprava PDA gojisc¢a s koncentracijo 39 g PDA / L
vode. Tretja stopnja je obsegala pripravo izbranih kemikalij (3.1.2) v Sestih razli¢cnih

koncentracijah: 20; 6,595; 2,175; 0,717; 0,236 ter 0,078 mmol/L.

Izvedba:
Za vsak testni organizem (3.1.1) smo pripravili dve petrijevki. V posamezno petrijevko

smo nalili od 15 do 20 mL tekocega PDA gojisca, ki se je z ohladitvijo strdilo.
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Nato smo v vsako izmed petrijevk vstvavili pet filtrnih papirckov:
e tri filtrne papircke prepojene s 100 pL biocida (3.1.2) (v prvo paralelko
koncentracije 20 do 6,595 mmol/L, v drugo koncentracije 0,717 do 0,078 mmol/L),
e en filtrni papircek, prepojen s 100 pL topila DMSO,
e en filtrni papircek, brez biocida oz. topila DMSO (kontrola);

Zgoraj opisan proces smo Se dvakrat ponovili, tako da smo poizkus izvedli v treh
paralelkah. Za posamezno kemikalijo (3.1.2) smo tako pripravili 24 petrijevk oz. 120

filtrnih papirckov, saj je bil poizkus izveden s Stirimi glivami.

V zadnji fazi smo trda gojiS¢a v petrijevkah s filtrnimi papircki inokulirali z micelijem
izbrane glive (3.1.1). Vse petrijevke smo nato zlozili v rastno komoro. Prirast micelija
posamezne glive smo merili vsakih dva dni na mm natanc¢no, celotno rast smo spremljali

tri tedne (slika 1).

Kontrola
N '\ce\'\'@ papircki prepojeni z
Privds razlicnimi koncentracijami
biocidov
DMSO

Inokulat

Slika 1: Shema testne petrijevke s petimi filtrnimi papircki
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4 REZULTATI

4.1 LINDAN

4.1.1 Gloeophyllum trabeum

Prirast micelija smo spremljali od petega dneva po inokulaciji do 23 dneva rasti. Gliva je
najmanj intenzivno rasla pri koncentraciji 0,078 mmol/L (iz zacetnih 5 mm na konénih 26
mm), najbolj je zrasla pri koncentraciji 2,175 mmol/L (iz zacetnih 6 mm na konc¢nih 36
mm). Na splosno je bilo priras¢anje pri vseh koncentracijah zavrto, saj je bila rast v smeri z

biocidi prepojenih, pocasnejSa od kontrolnih papirckov (slika 2).

Gt2, Lindan

———t— Kontrola
---m--- DMSO
g (),078 mmol/L
= =A= =0,236 mmol/L
0,717 mmol/L
2,175 mmol/L
—_—= = 6,595 mmol/L
20,00 mmol/L

Prirast micelija [mm

5 7 9 14 16 19 21 23

Cas rasti [dan]

Slika 2: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Lindana na rast micelija glive

Gloeophyllum trabeum
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4.1.2 Hypoxylon fragiforme

Rast micelija ogljene kroglice je bila zelo zavrta pri vseh koncentracijah Lindana, najbolj
pa so jo zavrle visje koncentracije (2,175 mmol/L; 6,595 mmol/L ter 20 mmol/L). Razlika
med ekstremoma rasti je bila najnizja na zacetku (5. dan), maksimalno razliko je gliva
dosegla v 21 dnevu rasti (18 mm), na koncu je znasala 1 mm manj. Za razliko od z biocidi

prepojenih, je gliva bolj rasla v smeri kontrolnih papirckov (slika 3).

Hf, Lindan

48,0

440 -
— 40,0 - =il ontrola
g 36,0 1 - - & - -DMSO
= ;ég | =—tr—0,078 mmol/L
5 o] = A = 0,236 mmol/L
é 338 | 0,717 mmol/L
% 16,0 | 2,175 mmol/L
E 12:0 | —® = 6,595 mmol/L

8,0 - 20,00 mmol/L

4,0

0,0

Cas rasti [dan]

Slika 3: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Lindana na rast micelija glive Hypoxylon

fragiforme
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4.1.3 Pleurotus ostreatus

Micelij ostrigarja je bil pri koncentraciji Lindana v papirckih 0,717 mmol/L dokaj
stimuliran, rast je bila na 23. dan za polovico intenzivnejsa, kot pri kontroli. Rast je bila
najnizja v smeri papircka s koncentracijo 2,175 mmol/L, kjer je gliva v 18 dneh zrasla za 6
mm (iz zacetnih 2 mm na kon¢nih 8 mm). Lindan na zacetku skoraj ne vpliva na rast

ostrigarja, razlike v rasti opazimo od 9 dneva dalje. Na koncu razlika med ekstremoma

rasti znasa 10 mm (slika 4).

Plo5, Lindan

48,0

44,0 -
— 40,0 el ontrola
é 36,0 - - - @ - -DMSO
= 32,0 4 ——(,078 mmol/L
= = A = 0,236 mmol/lL
= 0,717 mmol/L
‘%’ 2,175 mmol/L
-5 - = 6,595 mmol/L
A 20,00 mmol/L

Cas rasti [dan]

Slika 4: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Lindana na rast micelija glive Pleurotus

ostreatus



Pirnat G. Bioremediacija z organskimi biocidi zas¢itenega lesa z glivami bele trohnobe. 18

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

4.1.4 Trametes versicolor

Lindan pri vseh koncentracijah ni bistveno vplival na rast micelija pisane ploskocevke.
Gliva je najmanj prerasla papir¢ek s koncentracijo 6,595 mmol/L, iz zacetnih 3 mm je
zrasla na kon¢nih 41 mm. Najboljsi prirast se je pojavil pri papircku s topilom DMSO, iz
zacetnih 7 mm je gliva na papirCek zrasla na kon¢nih 41 mm. Razlike v rasti med
razli¢nimi koncentracijami so bile zelo majhne, saj maksimum znasa 5 mm (14. dan), na

koncu bistvenih razlik med ekstremoma ni bilo (slika 5).

Tv6, Lindan
48,0
33’8 : ———f— Kontrola
g 2od L —pe— | |--.m-- DMSO
£ 36,0 n
= 32,0 ——t—(,078 mmol/L
5 2801 - -A- =0,236 mmol/L
.S 24,0 A
E 20,0 | 0,717 mmol/L
§ 16,0 2,175 mmol/L
£ 12,0 — e —6,595 mmol/L
8,0
40 - 20,00 mmol/L
0,0 T

5 7 9 14 16 19 21 23

Cas rasti [dan]

Slika 5: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Lindana na rast micelija glive Trametes

versicolor
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4.2 NATRIJEV PENTAKLOROFENOLAT

4.2.1 Gloeophyllum trabeum

Rast glive v petrijevkah s papircki, prepojenimi z Na-PCP je trajala 22 dni, merili smo jo
16 dni, od 6 dneva dalje. Micelij je izkazal najnizjo rast pri koncentraciji 0,717 mmol/L (iz
zacetnega 1 mm na konénih 8 mm), pospeseno pa je tramovka zrasla pri koncentraciji 20
mmol/L (iz zaCetnih 7 mm na kon¢nih 27 mm). Na splosno so papircki, prepojeni z vi§jimi
koncentracijami Na-PCP, stimulirali rast micelija tramovke. Razlika med omenjenima

ekstremoma rasti je bila najnizja na zacetku (5. dan), najvisja pa na koncu (22. dan) (slika
0).

Gt2, Na-PCP

48,0

44,0
— 40,0 - «—{— Kontrola
é 36,0 1 - - i - -DMSO
= ;ég | et (),078 mmol/L
= 50 = A = 0,236 mmol/L
8 24,0 ) )
E 20,0 - 0,717 mmol/L
§ 16,0 - 2,175 mmol/L
E 12,0 - — = 6,595 mmol/L

8,0 | 20,00 mmol/L

4,0

0,0

6 8 11 13 15 18 20 22
Cas rasti [dan]

Slika 6: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Na-PCP na rast micelija glive

Gloeophyllum trabeum
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4.2.2 Hypoxylon fragiforme

V 22 dneh rasti Na-PCP ni imel bistvenega vpliva na rast ogljene kroglice pri vseh

uporabljenih koncentracijah, saj je bila rast zelo podobna kontrolnim vrednostim (slika 7).

Hf, Na-PCP
48,0
44,0
40,0 o
36,0 e "/.—:ﬁ-:u - ——@— Kontrola

---m--- DMSO
2,175 mmol/L
—0= = (,595 mmol/L

16,0 - g
12,0 A / 20,00 mmol/L
8,0 |

6 8 11 13 15 18 20 22

Prirast micelija [mm
[N}
s
(=]
|

Cas rasti[dan]

Slika 7: Vpliv papirc¢kov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Na-PCP na rast micelija glive Hypoxylon

fragiforme
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4.2.3 Pleurotus ostreatus

Rast micelija ostrigarja je bila najnizja pri papircku s koncentracijo 0,236 mmol/L, kjer je
gliva v 16 dneh zrasla za 16 mm (iz zacetnih 1,5 mm na konénih 17,5 mm). Najboljsa rast
je bila pri kontrolnem papircku (iz zacetnih 3 mm na kon¢nih 27 mm). Na splosno so vse
koncentracije Na-PCP nekoliko zavrle rast micelija, ekstremnih razlik pa nismo opazili

(slika 8).

Plo5, Na-PCP

48,0

44,0

40,0 - ——f— Kontrola
g 36,0 - ---m--- DMSO
.;. 32,0 ey (),078 mmol/L
@ = =A=- =0,236 mmol/L
é 0,717 mmol/L
g 2,175 mmol/L
E -0 =06,595 mmol/L

20,00 mmol/L
6 8 11 13 15 18 20 22
Cas rasti [dan]

Slika 8: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Na-PCP na rast micelija glive Pleurotus

ostreatus
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4.2.4 Trametes versicolor

Na splosno je bila rast micelija pisane ploskocevke pri vseh koncentracijah Na-PCP nizja
od kontrole. Gliva je najmanj obrasla papiréek s koncentracijo 0,717 mmol/L, iz zaCetnih 2
mm je zrasla na konénih 37 mm. Razlika med kontrolo in rastjo na papirek s
koncentracijo 0,717 mmol/L je bila najvec¢ja na zacetku, nato se ustali ter na koncu znasa le

5 mm (slika 9).

Tv6, Na-PCP
48,0
44,0
40,0 - ——f— Kontrola
g 36,0 - ---m--- DMSO
.;. 32,0 ey (),078 mmol/L
@ 28,0 - =A= =0,236 mmol/L
é ;398 : 0,717 mmol/L
g 16’0 | 2,175 mmol/L
E 12,0 - —_0- = 6,595 mmol/L
8,0 20,00 mmol/L
4,0 -
0,0

6 8 11 13 15 18 20 22

Cas rasti [dan]

Slika 9: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Na-PCP na rast micelija glive Trametes

versicolor
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4.3 PERMETRIN

4.3.1 Gloeophyllum trabeum

Glivo smo inkubirali 21 dni, rast smo merili 17 dni (od 4 dneva dalje). Permetrin na
splosno ni vplival na rast micelija tramovke, saj je bila le-ta ves Cas primerljiva s tisto pri
kontroli. Razlike v rasti glive so bile zelo majhne, saj je polmer micelija 4. dan povsod
zna$al priblizno 6 mm. Torej Permetrin ni zaviral rasti, kar nakazuje na to, da tramovka

morda razkraja ta biocid (slika 10).

Gt2, Permetrin

48,0
33’8 : ———f— Kontrola
g 36,0* ---m--- DMSO
i;‘ 32,0 =t 0,078 mmol/L
= 28,0 - = =A=- =0,236 mmol/L
2 24,0 A
E 20,0 0,717 mmol/L
§ 16,0 2,175 mmol/L
£ 12,0 1 — & =6,595 mmol/L
8,0
40 - 20,00 mmol/L
0,0

4 7 9 11 14 16 18 21

Cas rasti[dan]

Slika 10: Vpliv papirckov, prepojenih z razlinimi koncentracijami Permetrina na rast micelija glive

Gloeophyllum trabeum
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4.3.2 Hypoxylon fragiforme

V 21 dneh rasti sta micelij ogljene kroglice najbolj zavrli koncentraciji 0,236 mmol/L ter
0,078 mmol/L. V primerjavi s kontrolo je micelij najbolj prerasel papircek s koncentracijo
2,175 mmol/L ter 20 mmol/L — razlika med omenjenima koncentracijama in kontrolo je

bila najvisja v 11 dnevu rasti, na koncu je bila zanemarljiva (slika 11).

Hf, Permetrin
48,0
44.0
40,0 - el K ontrola
£ 360 1 ---m--- DMSO
= 32,0 —a— 0,078 mmol/L
ET—T 28,0 1 = =A= =0,236 mmol/L
%”) ;3:8 | 0,717 mmol/L
§ 16,0 2,175 mmol/L
£ 120 — e —6,595 mmol/L
8,0 20,00 mmol/L
4,0 1
0,0
4 7 9 11 14 16 18 21
Cas rasti [dan]

Slika 11: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami Permetrina na rast micelija glive

Hypoxylon fragiforme
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4.3.3 Pleurotus ostreatus

Vse koncentracije Permetrina so na splosno zavirale rast micelija ostrigarja ali pa je bila
rast na impregniranih papirckih podobna kontrolnim vrednostim. Rast glive je bila najnizja
na papircek s koncentracijo 0,236 mmol/L, kjer je gliva v 17 dneh zrasla za 14 mm (iz
zacetnih 1 mm na kon¢nih 15 mm). Najbolj je gliva rasla pri koncentraciji 20 mmol/L (iz
zaCetnih 2 mm na kon¢nih 26 mm). Razlike med omenjeno koncentracijo in kontrolo so

najvisje v 18 dnevu rasti, na koncu razlike skoraj nismo opazili (slika 12).

Plo5, Permetrin

48,0

33’8 : 88— Kontrola
g 36:0* ---m--- DMSO
:. 320 - e (),078 mmol/L
% = =A=- =0,236 mmol/L
é 0,717 mmol/L
§ 2,175 mmol/L
E — = = 0,595 mmol/L

20,00 mmol/L

Cas rasti[dan]

Slika 12: Vpliv papirckov, prepojenih z razli¢nimi koncentracijami Permetrina na rast micelija glive

Pleurotus ostreatus
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4.3.4 Trametes versicolor

Gliva je najmanj prerasla papircek s koncentracijo 20 mmol/L Permetrina, saj je kljub
najboljsi zacetni rasti 11 mm dosegla minimalnih 41 mm. PospeSena rast se je pojavila pri
papircku s koncentracijo 6,595 mmol/L, saj je iz zaCetnih 10 mm micelij zrasel na kon¢nih
44 mm. Razlike v rasti med razliénimi koncentracijami so bile relativno majhne, saj je
zacetna razlika znasala 4 mm, maksimalna pa 9 mm (11. dan), na koncu je razlika med

ekstremoma znaSala le 3 mm (slika 13).

Tv6, Permetrin
48,0
44,0
40,0 - ——l— Kontrola
g 36,0 1 ---m--- DMSO
= 32,0 A e (),078 mmol/L
;T:g 28,0 = =A= =0,236 mmol/L
2 igg | 0,717 mmol/L
@ 16’0 | 2,175 mmol/L
E 12,0 - —_—0= =(,595 mmol/L
8,0 20,00 mmol/L
4,0
0,0

4 7 9 11 14 16 18 21

Cas rasti [dan]

Slika 13: Vpliv papirckov, prepojenih z razlinimi koncentracijami Permetrina na rast micelija glive

Trametes versicolor
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4.4 POLIKLORIRANI BIFENIL

4.4.1 Gloeophyllum trabeum

Poskus s polikloriranim bifenilom je trajal 21 dni, prirast glive pa smo merili 16 dni (od 5
dneva dalje). Gliva je pokazala najnizjo rast pri koncentraciji 2,175 mmol/L (iz zaCetnih 7
mm na konénih 30 mm). V povprecju je bila rast na impregniranih papirckih najbolj

inhibirana pri visokih koncentracijah PCB (slika 14).

Gt2, PCB-153

48,0
j?):g i —&— Kontrola
g 36,0 1 ---m--- DMSO
= 32,0 1 —a—0.,078 mmol/L
;5 28,0 1 = =A= =0,236 mmol/L
ié) ;3:8: 0,717 mmol/L
@ 16,0 2,175 mmol/L
E 12,0 —_ = =6,595 mmol/L
8,0 20,00 mmol/L
4,0
0,0

5 7 9 12 14 16 19 21

Cas rasti [dan]

Slika 14: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami PCB na rast micelija glive Gloeophyllum

trabeum
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4.4.2 Hypoxylon fragiforme

Vse koncentracije so zavrle rast micelija ogljene kroglice, saj je bila ta na vseh papirckih,
impregniranih s PCB nizja od kontrole. Najbolj je gliva zrasla pri koncentraciji 0,236
mmol/L. Razlika med impregniranimi papircki je bila najvecja v 14 dnevu rasti. Rast glive

na splosno je najbolj zavrla koncentracija 0,717 mmol/L (slika 15).

Hf, PCB-153

48,0

44,0 -
= 1007 =il ontrola
g 00 - - & - -DMSO
= ;_;8 | e=—tr—0,078 mmol/L
el 0 | = A = (0,236 mmol/L
8 24,0 )
£ 20,0 1 0,717 mmol/L
g 16,0 - 2,175 mmol/L
£ 12,0 - —® = 6,595 mmol/L

8,0 1 20,00 mmol/L

4,0 -

0,0

5 7 9 12 14 16 19 21
Cas rasti [dan]

Slika 15: Vpliv papirckov, prepojenih z razliénimi koncentracijami PCB na rast micelija glive Hypoxylon

fragiforme
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4.4.3 Pleurotus ostreatus

Rast micelija ostrigarja je bila pri vseh koncentracijah biocida zavrta, najbolj pri 0,236
mmol/L, najmanj pri koncentraciji 20 mmol/L. Najvecji ekstrem v rasti je nastopil v 14
dnevu, kjer je gliva najmanj zrasla pri koncentracijah 6,595 mmol/L in 2,175 mmol/L.
Najbolj pa je v tem dnevu gliva prirasla k papir¢ku s koncentracijo 0,717 mmol/L (slika

16).

PloS, PCB-153

48,0
44,0 1
400 - ———f— Kontrola
g 36,0 | ---m--- DMSO
.;. 32,0 ey (),078 mmol/L
@ 28,0 - =A- =0,236 mmol/L
é 53’8 : 0,717 mmol/L
g 16’0 | 2,175 mmol/L
E 12,0 - —_0- = 6,595 mmol/L
8,0 20,00 mmol/L
4,0 1
0,0

Cas rasti [dan]

Slika 16: Vpliv papirckov, prepojenih z razlicnimi koncentracijami PCB na rast micelija glive Pleurotus

ostreatus
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4.4.4 Trametes versicolor

V zacetku poskusa je PCB pri vseh koncentracijah biocida zavrl rast pisane ploskocevke, v
16 dnevu pa je bila rast proti impregniranim papir€kom hitrejSa, kot na kontrolni papircek.
Tako je gliva na koncu najmanj zrasla na papircek s koncentracijo 20 mmol/L (40 mm),

najbolj pa je prerasla papircek s koncentracijo 2,175 mmol/L (44 mm) (slika 17).

Tv6, PCB-153

48,0

44,0 -
= 1007 =il ontrola
g 00 - - & - -DMSO
= ;_;8 | e=—tr—0,078 mmol/L
el o | = A = 0,236 mmol/L
8 24,0 )
£ 20,0 1 0,717 mmol/L
g 16,0 - 2,175 mmol/L
£ 12,0 - —® = 6,595 mmol/L

8,0 20,00 mmol/L

4,0 -

0,0

5 7 9 12 14 16 19 21
Cas rasti [dan]

Slika 17: Vpliv papirckov, prepojenih z razliénimi koncentracijami PCB na rast micelija glive Trametes

versicolor
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Na stirih razli¢nih biocidih (Lindan, natrijev pentaklorofenolat, Permetrin ter poliklorirani
bifenil) smo testirali uspesnost bioremediacije s Stirimi razlicnimi vrstami gliv in sicer
Gloeophyllum trabeum, Hypoxylon fragiforme, Pleurotus ostreatus in Trametes versicolor.
Rast micelija je bila odvisna od vrste glive ter od vrste in koncentracije biocida

(preglednica 3).

Preglednica 3: Rast razli¢nih inokulatov gliv na razli¢nih organskih spojinah po ve¢ kot 20 dneh

oznaka seva konec. Gt2 Hf Plo5 Tv6
vrsta sredstva
sredstva (mmol /L] P*mm] SD**[mm] | P*[mm] SD**[mm] | P*[mm] SD**[mm] | P*[mm] SD**[mm]
Kontrola 35,3 3,7 28,0 4,2 13,3 1,7 40,6 0,4
DMSO 32,8 3,7 24,7 43 13,8 1,1 41,4 1,4
0,078 25,7 0,8 16,0 1,8 14,7 2,3 41,3 2,0
Lindan 0,236 25,7 1,4 15,7 1,9 14,3 1,9 41,3 1,3
0,717 25,7 3,3 15,7 1,9 17,7 3.8 40,3 2,3
2,175 36,0 2,8 10,0 0,0 8,0 0,9 40,0 0,7
6,595 29,0 1,4 12,0 0,7 10,7 2,8 41,5 0,4
20,00 29,0 0,7 11,0 0,0 9,7 2,4 41,0 0,0
Kontrola 15,2 1,4 36,7 1,6 26,6 1,7 41,4 0,6
DMSO 15,8 0,7 37,0 1,8 24,6 3,4 41,2 0,4
0,078 15,0 1,0 - - 19,5 0.4 42,0 2,1
Na.PCP 0,236 10,3 0,3 - - 17,5 1,8 41,0 0,7
0,717 8,3 0,8 - - 21,0 2,1 36,5 1,8
2,175 14,5 1,8 35,3 32 21,7 0,3 39,7 1,3
6,595 17,0 2,1 34,3 3,6 19,7 1,2 39,7 1,0
20,00 27,3 0,8 35,3 2,3 24,0 3.3 41,0 1,0
Permetrin Kontrola 38,7 1,9 33,2 09 26,3 3,1 41,7 1,2
DMSO 37,5 2,2 30,5 1,2 20,5 1,8 42,5 2,0
0,078 38,3 1,8 24,0 0,5 18,0 1,0 43,0 1,0
0,236 36,0 1,8 22,3 0,8 15,0 2,2 45,7 1,0
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0,717 38,0 0,5 26,7 1,2 17,7 2,8 42,7 2,0
2,175 37,7 0,6 36,3 2,3 21,3 0,8 43,3 2,1
6,595 35,3 2,3 33,3 4,5 22,7 1,6 44,0 1,7
20,00 37,0 2,6 34,7 1,5 26,0 1,3 41,0 1,0
Kontrola 39,8 0,9 32,8 2,3 25,2 1,1 41,8 1,2
DMSO 39,5 2,0 33,8 2,9 21,7 1,9 42,8 0,6
0,078 38,0 1,8 30,5 1,8 20,3 1,3 41,7 1,3
PCB.153 0,236 33,0 1,8 32,0 2,8 20,0 1,0 41,7 0,8
0,717 37,3 0,3 28,0 14 21,3 1,2 43,0 0,9
2,175 29,7 2,3 23,0 6,1 20,7 2,0 44,0 1,0
6,595 30,7 34 21,3 3,7 21,7 1,4 433 0,8
20,00 32,3 2,8 30,3 2,9 22,7 0,3 40,3 1,5

*P = povprecna rast

**SD = standardni odklon

5.1.1 Trametes versicolor

Trametes versicolor je na sploSno dobro rasla na vseh Stirih organskih spojinah. Njena

mnimalna rast je znaSala 36 mm pri 0,717 mmol/L natrijevega pentaklorofenolata,

maksimalno pa je gliva zrasla 45 mm pri 0,236 mmol/L Permetrina.

Pri preras€anju:

Lindana ni statisti¢no znacilnih razlik,

natrijevega pentaklorofenolata so razlike veliko ve¢je (6 mm), minimum rasti znasa

36 mm pri 0,717 mmol/L, maksimum rasti pa nastopi pri koncentraciji 0,078

mmol/L in znaSa 42 mm,

Permetrina je razlika podobna prej navedeni (5 mm), minimum znasa 41 mm pri

koncentraciji 20 mmol/L, maksimum rasti pa je 45 mm pri 0,236 mmol/L,

polikloriranega bifenila razlika znasa 4 mm, minimum nastopi pri koncentraciji 20

mmol/L ter znasa 40 mm, maksimum pa je 44 mm (koncentracija 2,175 mmol/L);
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5.1.2 Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus je najslabse prenasal prisotnost katerega koli biocida, razen natrijevega
pentaklorofenolata. Minimalna rast glive znasa 8 mm pri 2,175 mmol/L Lindana,

maksimalna pa 26 mm pri 20 mmol/L Permetrina.

Pri prerascanju:

e Lindana so razlike v rasti glive relativno visoke (10 mm), minimum znasa 8 mm pri
2,175 mmol/L, maksimum pa 17 mm pri koncentraciji 0,717 mmol/L,

e natrijevega pentaklorofenolata so razlike nekoliko manjSe (7 mm); minimum rasti
znasa 17 mm pri 0,236 mmol/L, maksimum rasti pa nastopi pri koncentraciji 20
mmol/L in znasa 24 mm,

e Permetrina je razlika podobna, kot pri preraS¢anju Lindana (11 mm), minimum
znasa 15 mm pri koncentraciji 0,236 mmol/L, maksimum rasti pa je 26 mm pri 20
mmol/L,

e polikloriranega bifenila razlika znaSa 3 mm, minimum nastopi pri koncentraciji
0,236 mmol/L ter znasa 20 mm, maksimum pa je 23 mm (koncentracija 20

mmol/L);

5.1.3 Gloeophyllum trabeum

Gloeophyllum trabeum je organske spojine preraScala manj uspeSno kot Trametes
versicolor in bolje kot Pleurotus ostreatus. Njen minimum rasti je znasal 8 mm pri 0,717
mmol/L natrijevega pentaklorofenolata, maksimum rasti pa 38 mm pri 0,078 mmol/L
Permetrina. Gliva najslabSe od vseh Stirih testiranith sevov prerasa natrijev
pentaklorofenolat, saj maksimum rasti znaSa le 27 mm (koncentracija 20 mmol/L), ostale

vrednosti rasti so najmanj 10 mm manjse.
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5.1.4 Hypoxylon fragiforme

Na Hypoxylon fragiforme so testirani biocidi vplivali podobno, kot na Gloeophyllum
trabeum, vendar je bila rast bolj zavrta, saj minimum znaSa 10 mm pri 2,175 mmol/L

Lindana, maksimum pa 36 mm pri 2,175 mmol/L Permetrina.

5.1.5 Biocidi

Glede na rezultate meritev (preglednica 3; slike 2 — 17) domnevamo, da sta Lindan in
natrijev pentaklorofenolat za glive tezje razgradljivi organski spojini. Lindan najslabse
preraste Pleurotus ostreatus, najboljSe pa Trametes versicolor. Natrijev pentaklorofenolat
je najslabse prerasla gliva Gloeophyllum trabeum. NajboljSe preras¢anje Lindana smo

izmerili z glivo Trametes versicolor.

Domnevamo, da sta Permetrin in poliklorirani bifenil za glive bele trohnobe lazje
razgradljiva biocida. Najslabse ju preraste gliva Pleurotus ostreatus, najbolje pa Trametes

versicolor.

5.2 SKLEPI

V diplomskem delu smo ugotovili, da:

e izmed testnih gliv Trametes versicolor najbolje, Pleurotus osteraus pa najslabse
preraste organske biocide,

e Gloeophyllum trabeum in Hypoxylon fragiforme organske biocide prerasCata
slabSe, kot Trametes versicolor, vendar bolje kot Pleurotus osteraus,

e sta Lindan ter Natrijev pentaklorofenolat za glive tezje razgradljiva organska
biocida, saj so ju glive manj prerasle,

e Permetrin ter Poliklorirani bifenil pa sta laZje razgradljivi organski spojini, saj so ju

glive bolj prerasle;



Pirnat G. Bioremediacija z organskimi biocidi zas¢itenega lesa z glivami bele trohnobe. 35

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

6 POVZETEK

Glive, ki razkrajajo impregniran les, imajo poleg nekaterih negativnih tudi koristne
lastnosti, med drugim se lahko uporabljajo v bioremediaciji. Bioremediacija je uporaba
bioloskih procesov za razgradnjo ali odstranitev polutantov iz dolocenega okolja (les,
zemlja, voda...), pri ¢emer lahko organizem porablja polutant kot vir hrane ali pa ga

vklju¢i v metabolizem.

V diplomski nalogi smo ugotavljali, ali so glive bele trohnobe sposobne razgraditi ligninu
strukturno podobne organske biocide (klju¢na podobnost so aromatski obro¢i). V ta namen
smo uporabili Stiri vrste lesnih gliv Gloeophyllum trabeum, Hypoxlon fragiforme,
Pleurotus ostreatus in Trametes versicolor, ki smo jih izpostavili Stirim razlicnim
biocidom (Lindan, natrijev pentaklorofenolat, Permetrin ter poliklorirani bifenil) v Sestih
razli¢nih koncentracijah (20; 6,595; 2,175; 0,717; 0,236 ter 0,078 mmol /L). Poskus smo
izvedli v petrijevkah, v katerih so bili na hranilnem gojiS¢u razporejeni papircki z
razlicnimi koncentracijami organskih biocidov. Med razras€anjem micelija smo merili

vpliv biocida na rast, kot je prikazano na diagramih (slike 2 — 17).

Ugotovili smo, da organske biocide najbolje preraste Trametes versicolor, najslabse
prerasCanje je pokazala gliva Pleurotus ostreatus. Lindan ter natrijev pentaklorofenolat sta
bila tezje razgradljiva organska biocida, medtem ko sta bili lazje razgradljivi spojini

Permetrin ter Poliklorirani bifenil, kar domnevamo glede na rezultate.
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