UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ BIOTEHNOLOGIJE

Maja KAMBIC

VPLIV BI(V)TEHNOLOgKE OBDELAVE LESA NA
DELEZ KRISTALINICNOSTI CELULOZE

DIPLOMSKO DELO

Univerzitetni Studij

Ljubljana, 2011



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDI BIOTEHNOLOGIJE

Maja KAMBIC

VPLIV BIOTEHNOLOSKE OBDELAVE LESA NA DELEZ
KRISTALINICNOSTI CELULOZE

DIPLOMSKO DELO
Univerzitetni Studij

IMPACT ON CELLULOSE CRYSTALLINITY WITH
BIOTECHNOLOGICAL APPROACH

GRADUATION THESIS
University studies

Ljubljana, 2011



Kambi¢ M. Vpliv biotehnoloSke obdelave lesa na deleZ kristalini¢nosti celuloze. II
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

Diplomsko delo je zaklju¢ek univerzitetnega Studija Biotehnologije. Opravljeno je bilo na
Katedri za kemijsko, biokemijsko in ekolo$ko inZenirstvo Fakultete za kemijo in kemijsko
tehnologijo Univerze v Ljubljani ter Katedri za patologijo in zaSCito lesa Oddelka za
lesarstvo Biotehniske Fakultete Univerze v Ljubljani.

Po sklepu Komisije za dodiplomski Studij Oddelka za biotehnologijo z dne 28. januarja
2011 je bila za mentorico diplomskega dela imenovana doc. dr. Polona ZNIDARSIC
PLAZL, za somentorja pa prof. dr. Franc POHLEVEN.

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica: prof. dr. Branka JAVORNIK

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za agronomijo

Clanica: doc. dr. Polona ZNIDARSIC PLAZL

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo

Clan: prof. dr. Franc POHLEVEN
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za lesarstvo

Clan: izr. prof. dr. Miha HUMAR

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za lesarstvo

Datum zagovora:

Diplomsko delo je rezultat lastnega raziskovalnega dela. Podpisana se strinjam z objavo
svoje naloge v polnem tekstu na spletni strani Digitalne knjiZnice Biotehniske fakultete.
Izjavljam, da je naloga, ki sem jo oddala v elektronski obliki, identi¢na tiskani verziji.

Maja Kambi¢



Kambi¢ M. Vpliv biotehnoloSke obdelave lesa na deleZ kristalini¢nosti celuloze. III
Dipl.delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2011

SD
DK
KG
AV
SA
KZ
ZA
LI

IN

TD
OP
A
JI
Al

KLJUCNA INFORMACIISKA DOKUMENTACIJA

Dn

UDK 606:630*%84(043.2)=163.6

kristalini¢nost/celuloza/celulaze/rjava trohnoba/kelator/praskovna difrakcija
KAMBIC, Maja

ZNIDARSIC PLAZL, Polona (mentorica)) POHLEVEN, Franc (somentor)

SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta

2011

VPLIV BIOTEHNOLOSKE OBDELAVE LESA NA DELEZ
KRISTALINICNOSTI CELULOZE

Diplomsko delo (univerzitetni Studij)

X1, 47 str., 7 preg., 35 sl., 2 pril., 43 vir.

sl
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Namen naloge je bil prispevati k poznavanju do sedaj znanih encimskih in
neencimskih mehanizmov razgradnje lesa z glivo rjave trohnobe Gloeophyllum
trabeum. Preucevali smo vpliv te glive in njenih ekstracelularnih encimov na delez
kristalini¢nosti v vzorcih smrekovine (Picea abies). Del lesnih vzorcev smo za
razli¢na ¢asovna obdobja izpostavili delovanju glive Gloeophyllum trabeum, del pa
smo jih izpostavili grobemu encimskemu pripravku, ki je bil pripravljen s
koncentriranjem filtrata submerznega produkcijskega gojis€a glive. S praskovno
difrakcijo smo spremljali spremembo deleza kristalini¢nosti celuloze v lesnih
vzorcih. Ugotovili smo, da se je delez kristalini¢nosti po dveh tednih inkubacije z
glivo povecal kar za 16 % glede na zacetno vrednost. Tudi v vzorcih, ki so bili
izpostavljeni grobemu encimskemu pripravku glive Gloeophyllum trabeum, smo Ze
po nekaj dneh dosegli poviSanje deleza kristalini¢nosti, kar je lahko obetaven
pristop za izboljSanje predvsem fizikalnih lastnosti lesa (gostota, akusti¢ne lastnosti
lesa). S sleditvijo celulaznih in ksilanaznih aktivnosti med submerznim gojenjem
glive Gloeophyllum trabeum v produkcijskem gojiS€u z Zagovino smreke Picea
abies smo dokazali, da gliva izloca visoke koncentracije hidroliti¢nih
ekstracelularnih encimov.
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This work is aimed at improving our current knowledge of the enzymatic and non-
enzymatic mechanisms involved in wood decay by brown-rot fungus Gloeophyllum
trabeum. The impact of fungus and its extracellular enzymes on wood crystallinity
was studied. Picea abies was exposed to fungus Gloeophyllum trabeum for various
time periods, as well as to crude enzyme preparation obtained from submerged
cultivation of this fungus. X-ray diffraction was used to evaluate the changes in
wood crystallinity. Results obtained showed that specimens of Picea abies
incubated with fungus reached up to 16 % increase in wood crystallinity by the 2nd
week of incubation. The incubation of wood with crude enzyme preparation of
Gloeophyllum trabeum also resulted in an increse in wood cristallinity already after
few days, which is a promising approach for improving the quality of wood.
Determination of cellulase and xylanase activity during submerged cultivation of
Gloeophyllum trabeum with Picea abies sawdust showed high yields of these
extracellular enzymes.
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1 UVOD

Les je naravno obnovljiv material z veliko raznolikostjo lastnosti in uporabnosti.
Nenadomestljiv je v gradbeniStvu, proizvodnji stavbnega in notranjega pohisStva, za
galanterijske izdelke, glasbene instrumente, v papirniStvu in Se kje.

V zgodovini je bila obdelava lesa vsega spoStovanja vredna obrt. Znotraj nje je bila zelo
cenjena izdelava glasbil. Instrumenti, ki so bili izdelani izpod roke Antonia Stradivarija v
poznih letih sedemnajstega in zgodnjih letih osemnajstega stoletja, danes dosegajo
vecmilijonske vrednosti. Skrivnost dela mojstrov je bilo poznavanje lesa in upoStevanja
naravnih zakonitosti. Tako so skrbno izbran les pocasi naravno susili in kondicionirali ve¢
kot 10 let.

Les, primeren za izdelavo vrhunskih glasbil je resonan¢ni les. Tega je v naravi relativno
malo. Znacilnosti resonancnega lesa so nizka gostota, enakomerne in ozke branike, ¢im
bolj pravilna zgradba s ¢im manj kasnega lesa ter brez gr¢ in smolnih kanalov. Zaradi tega
prihaja do velikega prebiranja lesa in posledi¢no do slabih izkoristkov (Leban, 2007).

Les ima pomembne akusti¢ne lastnosti. Zvok se v lesu Siri najhitreje v smeri lesnih vlaken.
Pomembni dejavniki, ki vplivajo na hitrost Sirjenja zvoka v lesu, so poleg gostote lesa in
smeri Sirjenja zvoka Se elastiCnost, vlaznost in temperatura lesa ter frekvenca zvoka
(Leban, 2007). S spremembo deleZza celulozne kristalini¢nosti lesa, vplivamo na fizikalne
lastnosti lesa in posredno bi s tem lahko bile izboljSane tudi akusti¢ne lastnosti lesa.

Pri obdelavi lesa z razliénimi postopki in uporabo razli¢nih kemicnih snovi, ki trajno
vplivajo na lastnosti lesa, se je uveljavil izraz modifikacija lesa. Izraz je v oZjem smislu
bolj uveljavljen na podrocju zasScite lesa pred Skodljivci. Danes se vse bolj uveljavljajo
postopki modifikacije lesa, pri katerih s spremembo strukture lesa na molekularnem nivoju
spremenimo lastnosti lesa. Modifikacijo lesa razdelimo na: kemicno, fizi€no, termi¢no in
encimsko (Gorisek, 2008).

Pri postopku modifikacije lesa se lesni masi spremeni struktura osnovnih gradnikov ali
polimerov (celuloza, hemiceluloza, lignin) v celi¢ni steni. ZmanjSa se zmoZnost vpijanja
vode, s tem pa posledi¢no tudi nabrekanje in kréenje. Po drugi strani pa zaradi spremenjene
kemicne zgradbe lesa glive ali insekti modificiranega lesa ne prepoznajo ve¢ kot vir hrane.

Modifikacija lesa z encimi je zaenkrat najmanj raziskano podroc¢je. Uporaba encimov
omogoc¢a modifikacijo lesa Ze pri sobnih pogojih. Tudi s pomocjo encimov lahko
spremenimo osnovno molekularno strukturo lesa. Encim lakaza na primer spremeni
strukturo lignina in s povecanjem reaktivnih mest ugodno vpliva na lastnosti pri vrocem
stiskanju lesnih vlaken in tako nastane nova molekulska struktura celi¢ne stene.

V diplomskem delu smo Zeleli z glivo rjave trohnobe Gloeophyllum trabeum (G. trabeum)
in njenih ekstracelularnih encimov vplivati na spremembo v delezu kristalini¢nosti
celuloze smrekovega lesa.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ZGRADBA LESA

2.1.1 Makroskopska zgradba lesa

Zgradbo lesa, ki jo lahko vidimo s prostim ofesom, imenujemo makroskopska. Razli¢ne
celice ustvarjajo znacilno strukturo in videz lesa, ki se razlikujeta glede na smer prereza
debla.

Najbolj zunanji del prerezanega debla je skorja. Skorji sledi kambij, ki je pomemben za
rast drevesa, skrbi za delitev celic in priraS¢anje lesa navznoter ter skorje navzven.
Kambiju proti notranjosti sledijo prirastne plasti lesa. V normalnih okolis¢inah v zmernem
podnebnem pasu nastane ena prirastna plast letno in jo imenujemo letni prirastek ali
branika. Med branikami so vidne meje - letnice. Sredi preCnega prereza je strzen, ki ni
sestavljen iz obic¢ajnih lesnih celic. Vidni so tudi lesni trakovi kot tanke Crte, ki potekajo od
skorje proti strzenu pravokotno na letnice. Precni prerez debla je prikazan na sliki 1.

Zunanji del branike je pri iglavcih ponavadi temneje obarvan in je trSi. Les, ki je prirascal
proti koncu vegetacijske dobe in traheide v tem delu branike imajo relativno ozke lumne
ter debele stene. Imenujemo ga kasni les. Del branike iz bolj mehkega lesa, ki je nastajal na
zaCetku rastne sezone, imenujemo rani les in ga sestavljajo traheide z relativno Sirokimi
celi¢nimi lumni in tankimi stenami (Leban, 2007).

polemi les } .
spomlodanskd leg | oS

. ———— sirzenovi trokovi
5

letnico
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2.1.2 Mikroskopska zgradba lesa iglavcev

traheida traheida
ranega y o kasnega
lesa - By lesa

piknja
Slika 2: Mikroskopska zgradba lesa iglavcev (Leban, 2007)

Les iglavcev (slika 2) je pod mikroskopom viden kot tkivo z zelo urejenimi nizi celic. Te
celice so aksialne traheide, ki opravljajo v lesu iglavcev tako prevajalno kot oporno
funkcijo. Traheide ranega lesa imajo tanjSe celi¢ne stene in vecje lumne. PriraS$¢ajo na
zaCetku rastne dobe, to je spomladi. Traheide kasnega lesa pa imajo zelo debele celicne
stene in majhne lumne. Priras¢ajo poleti, ko drevo proizvaja najveC¢ hrane. Aksialne
traheide so v drevesu usmerjene vzporedno z osjo drevesa. Trakovne traheide pa najdemo
v lesnih trakovih. Parenhimske celice predstavljajo le okrog 5 % lesnega tkiva iglavcev.
Tudi te celice so lahko trakovne in osne oz. aksialne.

Lesni trakovi so lahko glede na vrsto celic, ki jih sestavljajo:
* homocelularni — sestavljajo jih le trakovne parenhimske celice (primer: jelka)

* heterocelularni — sestavljajo jih trakovne traheide in parenhimske celice (primer: smreka,
bor)

V lesu iglavcev, ki vsebuje smolo, lahko vidimo smolne kanale z epitelnimi celicami
(Leban, 2007).

2.1.3 Zgradba in kemijska sestava rastlinskih celi¢nih sten

Celicne stene lesnih celic so zgrajene iz primarnega in sekundarnega sloja. Sekundarni sloj
je nadalje razdeljen na zunanji sloj S, srednji sloj S, in notranji sloj S3 (Hill, 2006). Celice
se med seboj stikajo z osrednjo lamelo, ki je sestavljena iz lignina, kalcija in pektinov
(Schwarze, 2007), (slika 3).
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lignin-hemicelulozna
matrica
Slika 3: Shematska slika lesnega tkiva (S1 - S3 - sekundarna stena celice, P- primarna stena, M.L. -

osrednje lamele) (Kirk, 1998)

Mlade in rastoCe celice imajo samo primarno celi¢no steno, ki je iz neurejeno potekajocih
celuloznih fibril, med katerimi so pektini in hemiceluloze ter je dokaj prozna. Ko celica
raste, se povecuje tudi povrSina primarne celicne stene, tako da se nove celulozne fibrile, ki
nastajajo v citoplazmi, vlagajo med Ze obstojece sestavne dele stene.

Po koncani primarni povrSinski rasti celice se pri€no na primarno celi¢no steno z notranje
strani celice nalagati elementi sekundarne celi¢ne stene, ki je ve¢inoma triplastna in precej
debelejSa od primarne stene. Celulozne fibrile so v tem sloju precej urejeno razvrscene.
Debelinska rast poteka tako, da se v citoplazmi nastale molekule celuloze in hemiceluloz
od znotraj nalagajo na Ze obstojece stenske elemente (Leban, 2007).

Sekundarna celi¢na stena je zaradi prisotnosti lignina bolj toga kot primarna stena in deluje
predvsem kot oporna struktura. Sekundarna celi¢na stena je obicajno tudi precej debelejSa
od primarne celi¢ne stene. V celicah lesa je do 25 % lignina, zato so te celice izredno trde
in odporne na razkroj. Proces lignifikacije celi¢nih sten pri iglavcih in listavcih poteka
podobno. Lignifikacija vedno sledi odlaganju polisaharidov in poteka v treh znacilnih
stopnjah. Najprej se pricne v celicnih vogalih ter zdruZeni srednji lameli, po tem ko se
oblikuje S1 sloj sekundarne stene. Med oblikovanjem srednjega sloja S2 sekundarne
celiCne stene poteka proces lignifikacije poCasneje. Glavnina lignina se odloZi po sintezi
polisaharidov v sloju S3. Lignifikacija sekundarne stene se pri¢ne v zunanjem sloju S1 in
se centripetalno Siri proti lumnu. Lignifikacija srednjega sloja S2 ni zaklju¢ena pred
pricetkom odlaganja notranjega sloja S3 sekundarne stene (Blomstedt, 2007).

2.1.4 Celuloza

Vsebnost celuloze v lesu znaSa okoli 40 do 50 % (Fengel in Wegener, 1989). Sestavljajo
jo B-D-glukopiranozne monomerne enote, ki so med seboj povezane z (1-4)-glikozidnimi
vezmi (slika 4). Dve glukozni enoti, povezani z B(1-4)-glikozidno vezjo, tvorita osnovni
gradnik celulozne verige, celobiozo (Eaton in Hale, 1993).
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Slika 4: Molekula celuloze (Tancek, 2009)

Polimerne celulozne verige so linearne. Stopnja polimerizacije je odvisna od posamezne
rastlinske vrste (15000 pri bombazu in 10000 pri celulozi lesa). Zaradi linearne zgradbe
lahko polimeri med seboj tvorijo intra- in intermolekularne vodikove vezi. Vzporedno
potekajoce celulozne verige se agregirajo v mikrofibrile z izmenjujocimi se kristalini¢nimi
in amorfnimi regijami. V kristalinskih delih mikrofibril so molekule celuloze med seboj
povezane s kemi¢nimi (vodikovimi) vezmi, v amorfnih delih pa molekule niso vzdolzno
povezane (Leban, 2007). Kristalini€ne regije so skoraj v celoti iz celuloze (glukanov).
Zaradi zelo tesne povezave med molekulami, je ta regija tezje dosegljiva za encimsko
hidrolizo, medtem ko je amorfna regija za encimsko razgradnjo bolj dostopna. Amorfne
regije med kristalinicnimi deli sestavljajo hemiceluloza, lignin, ekstraktivne vezi in
minerali (Cowling, 1961). Med ekstraktivne snovi uvr§¢amo snovi, ki sluZijo kot hranilne
snovi (Skrob, sladkorje, beljakovine), inhibitorne snovi (smole, tanin, barvila, pektine,
glikozide, fenole, alkaloide) in privlacne snovi (eteri¢na olja) (Blazi¢, 2010).

Celulozne mikrofibrile so temeljno ogrodje celi¢ne stene. Kristalinski pasovi dajejo
ogrodju veliko trdnost in odpornost, amorfni pasovi pa potrebno proznost.

Razli¢ne stopnje kréenja in nabrekanja lesa v smeri lesnih vlaken, lesnih trakov in v smeri
letnic so posledica razporeditve celuloznih fibril v oleseneli celi¢ni steni ter razporeditve in
lastnosti kristalinskih in amorfnih podrocij znotraj mikrofibrile.

Mikrofibrile se zdruzujejo v fibrile, te pa v celulozna vlakna (Richardson, 1993), (slika 5).

Kristalinicna razporeditey Celulozna mikrofibrila

molekul v micelah
Posamezne molekule f'-_

———_—— o — __
— —d-_j

celuloze

\ s - ...ﬁ ‘ o
(] - - r . s
f_.'\-\f : b © Ostali polisaharidi
‘(\ " celuloze

N o o e <@y S
> >y T D
Slika 5: Shematski prikaz celulozne mikrofibrile (Blomstedt, 2007)
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2.1.5 Hemiceluloza

Hemiceluloza predstavlja 25 do 30 % lesne mase. Koli¢ina hemiceluloze v lesu variira tako
med listavci in iglavei kot tudi med drevesnimi vrstami. Hemicelulozo sestavljajo
razmeroma kratki in razvejani homo- in heteropolimeri iz razli¢nih sladkorjev (D-glukoza,
D-galaktoza (slika 6), D-manoza (slika 7), D-ksiloza, L-arabinoza in L-ramnoza) in
uronska kislina. Monomeri so povezani z 1-3, 1-6 ali 1-4 glikozidnimi vezmi. Stopnja
polimerizacije je od 150 do 200 sladkornih enot.

CH,OH
0
HO Ay H
OH H
H OH
H OH

Slika 6: Struktura D-galaktoze (Tancek, 2009)

CH,OH
0

OH HO
0 OH

H H
Slika 7: Struktura D-manoze (Tancek, 2009)

Hemiceluloza se od celuloze razlikuje po tem, da ima v stranskih verigah sladkorje,
sladkorne kisline in acetilne estre. Posledica teh stranskih skupin je nekristalini¢nost ali
nizka stopnja kristalini¢nosti hemiceluloze. Hemiceluloza razmeroma zlahka hidrolizira v
osnovne monomere. Ugotovljeno je bilo, da hemiceluloza, v povezavi s celulozo, vpliva na
organizacijo lignina (Kirk in Cullen, 1998).

2.1.5.1 Ksilan

H H OH H H OH
0 Q
H/H o— /oH HYH H/u o— /on HA\H
OH H H 0 OH H H o—
H H o H H o
H OH H H OH H
Slika 8: Molekula ksilana (Tancek, 2009)

Ksilani spadajo v skupino hemiceluloz. So skupina heteropolimerov, katerih osnovna
veriga je sestavljena iz D-ksilopiranozidnih (D-ksiloznih) ostankov, povezanih z B(1-4)-
glikozidnimi vezmi (slika 8). Na osnovno verigo so z glikozidnimi vezmi pripete razli¢ne
sladkorne skupine. Z estrskimi vezmi se lahko veZejo tudi razlicne nesladkorne
substituente, npr. ferulna, p-kumarna in ocetna kislina. Acetilni ostanek se veZe na ksilozo,
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ferulna in p-kumarna pa sta zaestreni na arabinofuranozilnem ostanku. Poleg tega se p-
kumarna kislina lahko neposredno veze na ksilozo z glikozidno vezjo (Bajpai, 1997).

Veliko Stevilo substituent na osnovni verigi poveca vodotopnost ksilanov. Pomembno
vlogo imata ferulna in p-kumarna kislina, ki s tvorbo diferulnih prec¢nih mosticev
povezujeta dve sosednji verigi ksilana. Prek fenolnih kislin se ksilani v celi¢ni steni
povezujejo tudi z ligninom (Aro, 2005). Na celulozo in druge polisaharide se ksilani
adsorbirajo z vodikovimi vezmi in tako pripomorejo k trdnosti rastlinske celi¢ne stene.

2.1.6 Lignin

Kemicne zgradbe lignina ni mogoce natan¢no dolociti, ker molekule lignina nimajo enotne
strukture niti dolocljive molekulske mase. Lignini nastanejo z naklju¢no polimerizacijo
treh  monomerov fenilpropanskih enot: kumarilalkohola, koniferilalkohola in
sinapilalkohola. Za razliko od nitastih celuloznih molekul, so lignini mreZasto prepleteni.
Lignini razli¢nih drevesnih vrst se med seboj razlikujejo: les iglavcev ima vec
koniferilalkohola, les listavcev pa ve¢ sinapilalkohola. V lesu listavcev je vsebnost lignina
od 18 do 25 %, v lesu iglavcev pa od 25 do 35 %. Lignin je odporen na kemicno,
bakterijsko in glivno razgradnjo v anaerobnih razmerah, v aerobnih razmerah pa ga
razgrajujejo glive bele trohnobe. Delno je topen v alkoholu in v nekaterih organskih
kislinah (Leban, 2007).

2.2 GLIVE RJAVE TROHNOBE

Glive, ki povzro€ajo rjavo trohnobo, spadajo med najpogostejSe in najdestruktivnejSe
unicevalce lesa. Med razkrojem mocno oslabijo mehanske lastnosti lesa, predvsem natezno
trdnost. Glive rjave trohnobe razkrajajo predvsem hemicelulozo in celulozo, medtem ko
ostane lignin skoraj nedotaknjen. Razkrojeni les potemni in razpoka ter skoraj popolnoma
izgubi trdnost. Organizmi lahko prodrejo v celico prek celicne stene mehansko ali pa z
razgradnjo celi¢ne stene. Slednje je znacilno za glive, ki z ustreznimi encimi hidrolizirajo
ali oksidirajo sestavine celi¢ne stene. V zacetnih fazah razkroja hife prodirajo iz celice v
celico prek prevajalnih elementov (pikenj) in parenhima. Kasneje pa si z razgradnjo
celiCne stene same ustvarjajo prehode (Eaton in Hale, 1993).

Najbolj tipi¢ne glive, ki povzrocajo rjavo trohnobo, so: kletna goba (Coniophora puteana),
siva hiSna goba (Serpula lacrymans), bela hiSna goba (Antrodia vaillantii, Oligoporus
placenta), tramovki (Gloeophyllum trabeum in Gloeophyllum saepiarium), luskasta
nazobCenka (Lentinus lepideus) in hrastova labirintnica (Daedalea quercina) (Humar in
Pohleven, 2000).

2.2.1 Navadna tramovka (Gloeophyllum trabeum)

RazSirjena je v Evropi in Ameriki, najdemo pa jo tudi drugod po svetu. Je najhujsa
razkrojevalka hlodovine iglavcev (bor, smreka). Listavcev praviloma ne okuzuje. Zelo je
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razSirjena na lesnih skladiscih, pogosto pa jo najdemo na obdelanem masivnem lesu kot so
ograje, klopi, pragovi, mostovi, jamski les in streSna konstrukcija.

Trosnjak je najprej rumenkast, pozneje postane temno siv z rumenim (v¢asih ¢rnim)
robom. Prvi trosnjak iz lesa poZene po priblizno petih mesecih. Zgornja povrSina klobuka
je dlakava in temno rjava (slika 9).

Optimalna temperatura za rast tramovke je med 30 in 35 °C. Spore vzklijejo po enem do
dveh dneh. Micelij je odporen proti segrevanju, vendar pri temperaturi 69 °C odmre v eni
uri.

Les trohni v notranjosti in lahko tudi popolnoma strohni, medtem ko zunanji del lesa
ostane nespremenjen. Prvo znamenje razkroja je bledo rumena barva lesa, ki postaja vse
mehkejsi. V koncni fazi je trohnoba temna in les prizmati¢no razpoka ter se v kon¢ni fazi
spremeni v prah.

Navadna tramovka je tipi¢na razkrojevalka lesa iglavcev, ki je izpostavljen abiotskim
dejavnikom. OkuZuje beljavo in jedrovino (Benko in sod., 1987).
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Slika 9: Gloeophyllum trabeum (Lindsey, 2007)

2.3 ENCIMSKI SISTEM GLIV RJAVE TROHNOBE

Za razkroj celuloze in hemiceluloz do enostavnih organskih molekul je potrebno
sukcesivno delovanje razli¢nih ekstracelularnih encimov.

2.3.1 Celulaze

Celulaze (EC 3.2.1.4.) so skupina encimov, ki jih proizvajajo predvsem glive in bakterije.
Celulaze imajo Siroko obmocje temperature in optimalnega pH, vefinoma pa so celulaze
aktivne pri pH 5,5 in temperaturi 55 °C.

Celulaze poskrbijo za encimsko razgradnjo celuloze v molekule glukoze (slika 10). Ta
glukoza nastane s sinergisticnim delovanjem naslednjih celulaz:

¢ endocelulaze (endo- B -glukanaza) cepijo nakljucno v notranjosti strukture celuloze,
niso zelo aktivne pri cepitvi kristalini¢ne celuloze, so pa sposobne hidrolizirati
nadomestno celulozo kot je karboksimetil celuloza. Endocelulaze proizvajajo tudi
celulodekstrine.
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e cksocelulaze (eksobiohidrolaza, celobiohidrolaza) cepijo kristalini¢no celulozo na
nereducirajo¢ih  koncih. Celobiohidrolaza je zelo pomembna saj cepi
mikrokristalini¢no celulozo, ki jo obi¢ajno prisotna v zelo omejenih koli¢inah.

e [-glukozidaze (celobiaza) hidrolizirajo celobiozo do glukoze (Aro, 2005).
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Slika 10: Encimska hidroliza celuloze (Smerajec, 2009)

Za glive rjave trohnobe je znano, da ne vsebujejo eksoglukanaz (Enoki in sod., 1997;
Schilling, 2009).

Iz baze podatkov za encime Brenda-The comprehensive enzyme information system
(2011) smo za celulaze G. trabeum nasli sledece podatke (preglednica 1):

Preglednica 1: Splosni podatki o celulaznih encimih glive G. trabeum

Organizem Encim Molekulska masa | Optimalni pH | Optimalna T
(Da) °O
Gloeophyllum endo P (1,4)-glukanaza | 29000 4.4 70
trabeum (EC3.2.14)
(Lenzites irabea) B-glukozidaza 320000 45 75
(EC3.2.1.21)

Cohen in sod. (2005) zatrjujejo, da B-endoglukanaze iz G. trabeum sodelujejo v razgradnji
nekristalinicne oziroma amorfne celuloze skupaj z neencimskimi reakcijami. Zaradi svoje
nizke molekulske mase pa so najverjetneje prve prisotne pri razgradnji kristalinine
celuloze. Razgradnja kristalini¢ne celuloze poteka z glukozidaznimi encimi, ki imajo visje
molekulske mase (42 kDa) in B-glukanazami katerih velikost naj bi bila 28 kDa.
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2.3.2 Ksilanaze

Xylanase Specificity

u]
\\0 OH
oH
Xylan Hemicellulos e

Falymer of 3-(1-43-0-xylopyrano syl units
Slika 11: Prikaz delovanja ksilanaz (Tancek, 2009)

Ksilanaze (EC 3.2.1.8) so encimi, ki razgrajujejo polisaharid -1,4- ksilan v ksilozo (lesni
sladkor). Ksilan sodi med gradnike hemiceluloze, ki so glavna komponenta celi¢ne stene
rastlin (slika 11). Glede na monosaharid, ki sestavlja glavno verigo, hemiceluloze
razdelimo v ve¢ skupin: ksilani, manani, galaktani, arabinani in glukani (Biermann, 1996).

Ksilan je zapleteno sestavljena molekula, zato je za ucinkovito razgradnjo potrebno
sinergisti¢no delovanje ve¢ razlicnih encimov. Encimi, ki hidrolizirajo ksilan, razdelimo v
dve skupini. Prva skupina ksilanoliticnih encimov, ki cepijo osnovno verigo ksilana,
zajema (Bajpai, 1997):

endo-B(1,4)-ksilanaze katalizirajo hidrolizo B(1,4)-D-glikozidnih verig v glavni
verigi ksilana.

B-ksilozidaze hidrolizirajo krajSe ksilooligosaharide, najveckrat ksilobiozo do
ksiloze

eksoksilanaze odcepljajo ksilozilne ostanke do konca verige ksilooligomerov.

V drugi skupini so encimi, ki jih imenujemo tudi pomozni ksilanoliticni encimi in
odcepljajo stranske skupine ksilana.

S pomocjo encimske baze podatkov Brenda-The comprehensive enzyme information
system (2011) smo o ksilanazah rjave trohnobe nasli sledece podatke (preglednica 2):
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Preglednica 2: Pregled splosnih podatkov za ksilanaze gliv rjave trohnobe L. edodoes in C. cerebela

Organizem Encim Molekulska masa Optimalni pH Optimalna T
(Da) €0
Lentinula endo B (1,4)- ni podatka 4 50
edodoes ksilanaza
(EC3.2.1.8.)
Coniphora ksilanaza 34000 ni podatka ni podatka
cerebela (EC 3.2.1.8.)
B-ksilozidaza 38000 ni podatka ni podatka
(EC 3.2.1.37)

24 BIOLOSKI RAZKROJ LESA

Razkroj lesa se pod ugodnimi pogoji zacne z infekcijo s sporami, konca pa se, ko je les
popolnoma razkrojen - mineraliziran. V zacetni fazi glive s hifami prodirajo v lumne
celi¢nih sten in jih fizicno osvojijo. V tej stopnji navadno Se ne opazimo izgube mase lesa,
zato obicajno to stopnjo imenujemo tudi nevidno. Ko razkroj napreduje, se pojavijo rahla
razbarvanja in spremembe v teksturi lesa. To fazo poimenujemo zgodnja. V tej stopnji je
razkroj opazen, vendar ne ociten. Pojavi se tudi prva obcutna izguba mase. Stopnji, ko
prvi¢ brez problema prepoznamo razkrojeni les, pravimo vmesna. V tej stopnji les Se
ohrani svoje strukturne lastnosti. Med seboj Se lahko lo¢imo posamezne drevesne vrste. V
zadnji fazi pa les popolnoma izgubi svojo teksturo. Glive razgradijo les bodisi do lignina
ali polioz. Les izgubi tudi svoje mehanske lastnosti, tako da ga lahko zdrobimo s prsti
(Zabel in Morrell, 1992).

Glive rjave trohnobe navadno moc¢no oslabijo mehanske lastnosti lesa, predvsem natezno
trdnost, Se preden sploh gravimetri¢no opazimo izgubo mase. Richards (1954) poroca, da
je izmeril za 75 % slabSo zilavost pri lesu, ki je izgubil samo 1 % svoje mase. Tlacna
trdnost pravokotno na vlakna se pri 2 % izgube mase zmanjSa za 18 % (Toole, 1971).

Drasti¢no izgubo mase v zgodnjih stopnjah razkroja lahko pripiSemo de-polimerizaciji
polioznih molekul, medtem ko lignin ostane skoraj nedotaknjen (Green in sod., 1991). Ker
celulozne fibrile obdaja hemiceluloza (Fengel in Wegener, 1989), morajo encimi glive
prodreti prek njih, da pridejo do celuloze. In prav razgradnja hemiceluloz vpliva na zacetno
zmanjSanje trdnostnih lastnosti lesa bolj kot naknadna razgradnja celuloze (Green in
Highley, 1997).

2.4.1 Razkroj S2 sloja celi¢ne stene traheide

Ce je les v stiku z glivami, se micelij med celicami lesa §iri prek pikenj in vrzeli v celi¢ni
steni. Vse celice lesa so med razkrojem dokaj kmalu okuzene. Razkroj v prvih fazah
najbolj prizadene S2 sloj celi¢ne stene (Humar in Pohleven, 2000). V zgodnji fazi razkroja
se hifa pritrdi na S3 sloj celicne stene in sprosti snovi z nizko molekularno maso, ki
difundirajo v celicno steno. V tej fazi encimi prodrejo v celotno sekundarno celi¢no steno
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in razkrojijo celuloze in hemiceluloze. Les se skrci in nastajajo razpoke znotraj sekundarne
stene (Schwarze, 2007).

Glive rjave trohnobe hitro razgradijo S2 sloj, medtem ko S3 sloj in osrednja lamela, ki je
zgrajena predvsem iz lignina, ostaneta nerazgrajena (Schwarze, 2007).

Splosno sprejeto dejstvo je, da S3 sloj ostane neposkodovan do zadnjih faz razkroja (Kuo
in sod., 1988). Odpornost plasti S3 so dokazali z opazovanji razkrojenega lesa z
elektronskim mikroskopom. Opazili so tudi da je bila S3 plast prekrita z ekstracelularnimi
snovmi. Zato je mozno, da so S2 sloji razkrojeni s snovmi z nizko molekulsko maso, ki jih
izloCa gliva in lahko prodirajo prek S3 sloja. Ko se celuloza razkroji v enostavne sladkorje
morajo le-ti prek plasti S3 preiti nazaj do hife. Oksalna kislina je zelo verjetno ena izmed
snovi ki jo izlo¢ajo glive in zlahka povzroc¢i depolimerizacijo celuloznih vlaken (Humar in
Pohleven, 2000).

Poleg ekstracelularnih snovi, ki so nalozene na S3 sloj, je ta sloj tudi bolj lignificiran kot
S2 (Fengel in Wegener 1989). Glive rjave trohnobe ga morda zato ne morejo sprva
razgraditi (Humar in Pohleven, 2000).

2.4.2 Vloga oksalne Kisline pri razkroju

Oksalna kislina je ena najmocnejsih organskih kislin (pK1 = 1,27, pK2 = 4,26) (Skoog in
sod., 1992) in je vkljucena v procese razkroja celuloze (Green in sod., 1991; Jellison in
sod., 1997).

Izjema med glivami rjave trohnobe je tramovka (G. trabeum). Zanjo je znacilno, da izlo¢a
malo oksalne kisline, vendar kljub temu izredno intenzivno razkraja les. Espejo in Agosin
(1991) domnevata, da izloca druge snovi s katerimi zakisa substrat. Za druge glive rjave
trohnobe pa je znacilno, da z izloCanjem oksalne kisline moc¢no zakisajo lesno maso.
Hitrost razkroja je vsaj pri nekaterih glivah mo¢no povezana z intenziteto izloCanja oksalne
kisline. Glive rjave trohnobe mnogo bolj zakisajo les kot glive bele trohnobe (Jellison in
sod., 1997; Humar in sod., 1999).

2.4.3 Vpliv razkroja lesa na kristalini¢nost

Trend narascanja kristalini¢nosti v zgodnjih fazah razkroja, ki ji nato sledi padec, je bil
opazen s strani raziskovalcev, ki so preucevali razkroj lesa z glivami (Highley in sod.,
1988; Klemen-Leyer in sod., 1992). Highley in sod. (1988) so spoznali, da se celokupna
kristalini¢nost pove€a po delovanju glive rjave trohnobe. Naceloma so depolimerizacijski
agensi oz. agensi z nizko molekulsko maso v glivah rjave trohnobe sposobni razgraditi
amorfne dele celuloze, medtem ko kristaliniénega dela ne razgradijo. Agensi v zacetni
stopnji razgradijo amorfne dele, nato pa celulaze pricnejo z nadaljnjo razgradnjo
kristalini¢nega dela. Zafetna depolimerizacija celuloze pri glivah rjave trohnobe se zgodi
preden se zazna izguba v masi. Glive bele trohnobe razgrajujejo mikrofibrile celuloze
povrSinsko. Razgradnja amorfnega in kristaliniénega dela poteka istoCasno, zato se tudi
hitreje zazna izguba mase (Kleman-Leyer in sod., 1992), (slika 12).
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Slika 12: Prikaz razli¢nega nacina razkroja celuloze glive rjave in bele trohnobe (Kleman-Leyer in
sod., 1992)

2.4.4 Vloga nekaterih nizkomolekularnih spojin pri razkroju lesa

Glive rjave trohnobe selektivno razgradijo celulozne in hemicelulozne komponente lesa
(Flournoy in sod., 1991). Mehanizem razgradnje celuloze z glivami rjave trohnobe $e ni
popolnoma razumljiv. Znano je, da v zacetni fazi razkroja lesa encimi zaradi svoje
veli€ine, ne morejo prehajati skozi vrzeli celiCne stene lesne celice. Zato razkroj pri¢nejo
spojine z majhno molekulsko maso, ki so sposobne preckati pore celi€ne stene,
depolimerizirati celulozo in jo tako pripraviti na nadaljnjo razgradnjo z encimi (Wang,
Geo, 2003). Te nizkomolekularne spojine so ekstracelularne spojine imenovane
biokelatorji (Xu in Goodel, 2001).

Cowling in Brown (1969) sta domnevala, da imajo pri glivah rjave trohnobe pomembno
vlogo neencimske oksidativne spojine. Predlagana je bila moznost, da glive razkrajajo
celulozo s fentonskim reagentom (H,0,/Fe*"). Ta reagent povzroci nastanek hidroksilnega
radikala oziroma podobnega oksidanta. Dokazano je bilo, da les vsebuje dovolj Zeleza in
da so glive rjave trohnobe sposobne proizvajati vodikov peroksid. Prisotnost peroksida v
okuZenem lesu je sporna (Flournoy, 1994), medtem ko je prisotnost hidroksilnega radikala
nedvoumno dokazana. Dokazali so ga v agarju, teko¢em gojiS€u in v lesu s Stevilnimi
metodami (Green in Highley, 1997). Domnevajo pa tudi, da naj bi bili hidroksilni radikali
vkljuceni pri razgradnji kristalini¢nega dela celuloze (Koenigs, 1972; Hirano in sod., 2000).
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Zelezo, vodikov peroksid, biokelatorji in oksalna kislina igrajo pomembno vlogo v
razgradnji celuloze z glivami rjave trohnobe (Xu in Goodel, 2001).

Enoki in sodelavci so leta 1992 iz glive Gloeophyllum trabeum izolirali ekstracelularne
substance z molekulsko maso od 1 — 5 kDa. Okarakterizirali so jih kot glukopeptide (Enoki
in sod., 1992; Wang in Gao, 2002). Te spojine z majhno molekulsko maso so poimenovali
Gt kelatorji. Vecinoma gre za fenolne spojine. Dokazali so, da imajo visoko afiniteto za
vezavo Zeleza, s katerim tvorijo kelate. Posledica tvorbe Zelezovih kelatov je redukcija
veleza iz Fe** v Fe?* (Goodell in sod., 1997). Enako redukcijsko lastnost ima tudi oksalna
kislina (Steenkjaer in sod., 2010).

Oksidativna razgradnja celuloze z Gt kelatorji in Fentonovo reakcijo v zgodnji fazi
razkroja je sledeca:

1. Gt kelatorji veZejo Fe’* in ga reducirajo do Fe*”.
Fe’* + Gt kelator > Fe™*

2. 'V prisotnosti Oy, Fe>* oksidira molekulo kisika z eno-elektronsko oksidacijo do Oy
*. ki nato tvori H,O»:

Fe’" +0, > Fe** + O
Fe’" + 0," + 2H+ > Fe** + H,0,

3. 'V Fentonovi reakciji se tvori hidroksilni radikal HO™:
Fe’* + H,0, > Fe'* + OH + HO™

S pomo&jo HO™ se razdrejo inter- in intra- vodikove vezi v celuloznih verigah. To povzro¢i
depolimerizacijo celuloznih verig in tvori se ve¢ reducirajajocih in nereducirajocih koncev
celuloze. Celuloza je tako pripravljena za razgradnjo z encimi (Enoki in sod., 1997; Wang
in Gao, 2003).

2.5 RENTGENSKA PRASKOVNA DIFRAKCIJA (XRD, ang. X-Ray Powder
Diffraction)

Rentgenski Zarki so del elektromagnetnega spektra, tako kot UV in IR Zarki. Obmocje
rentgenske svetlobe je med 0,01 nm in 100 nm oz. med 0,1 in 10 A. Obmocje rentgenske
svetlobe, ki ga najbolj pogosto uporabljamo za difrakcijo, je med 0,1 in 2,5 A.

Kot izvor rentgenskih zarkov uporabljamo rentgensko cev ali sinhrotron. Vefinoma se
uporabljajo monokromatski rentgenski Zarki z doloCeno izbrano valovno dolZino, kar
pomeni, da s pomocjo filtrov 0oz. monokromatorjev odstranimo ostale zarke z nezeleno
valovno dolZino.

Trdna snov je lahko kristalinicna ali amorfna. Kristalini¢na je sestavljena iz mnozZice
kristalov, katerih bistvena lastnost je urejenost notranje zgradbe, ki je povezana s
periodi¢nostjo — nek osnovni motiv se periodi¢no ponavlja od meje do meje kristala v treh
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smereh prostora. Amorfne snovi se od kristalini¢nih razlikujejo v tem, da niso periodi¢ne
(lahko imajo urejenost kratkega dosega).

Ko monokromatska rentgenska svetloba (primarni Zarek) pade na kristal, pride do razli¢nih
pojavov. Eden od njih je Thomsonovo (koherentno, elasticno) sipanje na elektronih v
urejeni snovi. Le-to se najprej sestavi na vseh elektronih vsakega atoma, nadalje se sestavi
valovanje vseh atomov posamezne osnovne celice in nazadnje Se z vseh osnovnih celic
celotnega kristala. Sipanje na atomih je razprSeno v vseh smereh. Razporeditev atomov se
v kristalu perijodi¢no ponavlja, zato pride do konstruktivne interference oz. uklanjanja
rentgenskih Zarkov v samo dolo¢enih smereh, ki so odvisne od velikosti in oblike osnovne
celice kristala oz. od medploskovnih razmakov d v druZinah kristalnih ravnin. To
geometrijsko povezanost opisuje Braggova enacba:

n-A=2-d,, -sin@
kjer je n red uklona, A valovna dolZina primarnega rentgenskega Zarka, dj razdalja med

dvema sosednjima ravninama iz druzine ravnin z indeksi hkl, 8 pa polovica uklonskega
kota, to je kota med primarnim in sekundarnim zarkom (slika 13).

\

Slika 13: Geometrijski prikaz Braggovega zakona (Meden, 2010)

Primarni Zarek

Rezultat rentgenske praSkovne difrakcije je difraktogram, ki podaja odvisnost intenzitete
uklonjene svetlobe od uklonskega kota rentgenske svetlobe. Polozaj vrhov oz. smer
uklonov je odvisna od oblike in velikosti osnovne celice, intenziteta uklonov pa od
razporeditve atomov v kristalni strukturi.

Z merjenjem in obdelavo rentgenskih praSkovnih difraktogramov lahko dobimo odgovore
na Stevilna vprasanja o materialu, ki ga analiziramo. Vidimo lahko, ali je material
kristaliniCen ali amorfen, dobro ali slabo kristaliziran. V amorfni trdni snovi so delci
razporejeni neperiodi¢no, zato amorfen material siplje v vse smeri in prispeva k intenziteti
ozadja. Kristaliniéne snovi imajo jasno izraZzene vrhove. Delez kristaliniCne faze je
sorazmeren s povrSino pod uklonskimi vrhovi v primerjavi s celotnim sipanjem vzorca, ki
poleg povrsine pod uklonskimi vrhovi vkljucuje tudi ozadje (Meden, 2010).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 RAST GLIVE NA LESNIH VZORCIH

3.1.1 Mikroorganizem Gloeophyllum trabeum ZIM 1017

Uporabili smo sev glive Gloeophyllum trabeum z oznako Gt; (slika 14). Kultura micelija je
bila vzeta iz Zbirke industrijskih organizmov (ZIM) z depozivno oznako ZIM LO17, ki se

hrani na Katedri za patologijo in zas¢ito lesa Oddelka za lesarstvo na BiotehniSki fakulteti
Univerze v Ljubljani.

Slika 14: Micelij glive G. trabeum na PDA

3.1.2 Priprava vzorcev lesa

Iz beljave smrekovine (Picea abies) smo izdelali vzorce dimenzij 5 x 25 x 25 mm. Les za
vzorce je bil zdrav, brez vidnih napak, gr¢, smolnih kanalov in zracno suh.

3.1.3 Sterilizacija

Les smo zavili v folijo in ga 45 min avtoklavirali pri tlaku 1,5 bar oziroma temperaturi 121
°C. Plasti¢ne mreZice smo zloZili v ¢aso, jih sprali z etanolom, obteZili in prekrili z folijo.
Tako pripravljene smo dali avtoklavirati zraven lesnih vzorcev.

Po koncani sterilizaciji smo vzorce in mreZice prenesli v laminarno komoro in pocakali, da
se ohladijo.

3.1.4 Priprava hranilnega trdnega gojiSca

Hranilno gojisc¢e za glivo smo pripravili v steklenih kozarcih s pokrovékom volumna 500
mL. V pokrovéek smo izvrtali luknjo in jo zaprli z vato. Kozarce in pokrovcke smo
razkuzili z etanolom. Zatem smo pripravili PDA, ki smo ga pripravili po navodilih
proizvajalca. V 1000 mL destilirane vrele vode smo zameSali 39 g PDA. Nato smo v vsak
kozarec vlili 50 mL Se vroCega hranilnega gojiS¢a. Kozarce s pokrovcki in hranilnim
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gojis¢em smo sterilizirali v avtoklavu 45 min pri 121 °C oz. 1,5 bar. Se vroée kozarce smo
iz avtoklava (Sutjeska, Jugoslavija) prestavili v laminarno komoro in jih 10 min obsevali z
UV svetlobi. Ohlajeno in strjeno hranilno gojis¢e smo inokulirali s kulturo glive G.
trabeum. Inokulirane kozarce smo za teden dni postavili v rastno komoro (Kambic,
Slovenija) z optimalnimi pogoji (27 °C in 75 % RZV). Po enem tednu, ko so glive prerasle
rastno gojisce, smo v kozarce poloZili lesne vzorce.

3.1.5 Izpostavitev lesnih vzorcev delovanju glive

Na gojisca, ki so bila dobro preras€ena z glivo, smo poloZili PVC mreZico (premer 80
mm). Nato smo na mreZice vstavili Se sterilne lesne vzorce (slika 15). Plasti¢na mreZica je
prepreCevala direkten stik vzorcev s hranilnim gojiS¢em. V vsak kozarec smo polozili 4
vzorce. Vstavljanje PVC mrezic in vzorcev smo izvajali v brezprasni komori pri sterilnih
pogojih. Ves pribor smo sproti razkuZevali z alkoholom in plamenom. Vzorce smo
izpostavili razkroju v rastni komori (28 °C in 75 % RZV) do 12 tednov. V dolo¢enih
tedenskih presledkih (po 2, 3, 4, 6, in 12 tednih izpostavitve glivam) smo lesne vzorce
odstranili z gojis¢a in jih uporabili za nadaljnje raziskave (merjenje kristalini¢nosti in
izgube mase).

Slika 15: Izpostavitev lesnih vzorcev glivi G. trabeum
3.1.6 Dolocitev izgube mase lesnih plos¢ic

Vse vzorce smo pred in po inkubaciji z glivo G. trabeum osusili do konstantne mase (24 ur
pri 95 °C) in jih stehtali s pomoc¢jo HR83 (Mettler Toledo, ZDA).

Izgubo mase smo izracunali po formuli:

M*IOO%

Izguba mase =
zZgu m,

Kjer je m; masa vzorca pred inkubacijo, m, pa masa vzorca po inkubaciji z glivo.
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3.1.7 Dolocitev deleza kristalini¢nosti

Pri vsakem poskusu smo po dolocenih Casih iz inkubacije vzeli po Stiri vzorce, ki smo jih
najprej posusili (24 h pri 95 °C) in zatem zmleli po dva skupaj v mlincku (Moulinex,
Francija). Nato smo iveri presejali skozi 0,25 mm sito (Saolas, Francija). Tako je bila
velikost delcev za dolocitev kristalini¢nosti pod 0,25 mm. DeleZ kristalinicnosti se je
dolocal z rentgensko praskovno difrakcijo (XRD). Vsak vzorec je bil pomerjen s trikratno
ponovitvijo.

Vzorci so bili snemani na rentgenskem praskovnem difraktometru X'Pert PRO,
proizvajalca PANalytical (Nizozemska), z Alfal konfiguracijo. Pripravljeni so bili v
originalnem nosilcu premera 27 mm.

Za snemanje smo uporabili naslednje pogoje oz. merilni program:
FKKT 150 A1 5-35 0.034 200s F1-16 S0.04 M20

Razlaga parametrov:

FKKT 150 — oznaka merilnega programa

Al — Alfal konfiguracija

5-35 — kotno obmocje v stopinjah 20

0.034 — korak v stopinjah

200 s — Cas na korak

F1-16 — kombinacija reZ (divergencna in protisipna reza 1/16 stopinje)

S0.04 — Sollerjeve reze 0.04 rad

M20 — Maska 20 mm

Vzorec smo namestili v srediS¢e merilnega kroga. Med merjenjem se vzorec vrti okrog osi,
pravokotna na vzorec, hkrati pa se nagiba glede na primarni zarek. Detektor potuje okrog
vzorca in zaznava uklonjeno rentgensko sevanje. Nagibanje vzorca in potovanje detektorja

je usklajeno tako, da je kot med primarnim Zarkom in detektorjem glede na vzorec vedno
26, vpadni kot primernega Zarka pa 0 (Slika 16). Napravo krmili racunalnik.
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Slika 16: Shema difraktometra s primarnim monokromatrojem. F — fokus izvora Zarkov (rentgenske
cevi), M — monokromator, S — vzorec, D — detektor, RM — radij monokromatorskega kroga, RG - radij
fokusirnega kroga (Meden, 2010)

Analizo difraktogramov smo naredili s programom X'Pert HighScore Plus (PANalytical
B.V. Almelo, Nizozemska).

Najprej smo analizirali difraktogram s posnetkom prazne silicijeve plosCice oziroma
nosilca. Program nam je podal vsoto celokupnega sipanja zraka, ki smo jo delili s podanim
Stevilom toCk. Na ta nacin smo dobili vrednost ozadja, ki nam je povedala, koliko sipanje
zraka v povprecju prispeva k izmerjeni intenziteti.

Nato smo na osnovi difraktograma vzorca s korekcijo sipanja zraka iz razmerja med
intenziteto (povr$ino) uklonskih vrhov in celokupno sipano intenziteto, vklju¢no z
ozadjem, izraCunali odstotek kristalini¢nosti v vzorcu.

V programu smo tako difraktgramu vzorca nastavili konstantno ozadje (Determine
background-> Manual-> Accept), kar je omogocilo locitev povrSine uklonov od
celokupnega sipanja. Nato smo vrednost sipanja zraka vnesli v tabelo Scan Statistic pod
polje Constant background in program je izracunal odstotek kristalini¢nosti v polju
Crystallinity[ %].

Primeri difraktogramov se nahajajo v prilogi 1 in 2.

3.2 MATERIALI IN METODE ZA RAST GLIVE NA TEKOCEM GOJISCU
3.2.1 Gojisce za vzdrzevanje kulture Gloeophyllum trabeum ZIM L017

Micelijsko kulturo smo vzdrZevali na Petrijevih ploscah. Za gojis¢e smo uporabili
krompirjev dekstrozni agar (PDA). Pripravljen agar smo sterilizirali v avtoklavu 20 min pri
1,5 bara oz. 121 °C. Se topel agar smo prelili v sterilne petrijevke in jih zatesnili s
parafilmom.

Kulturo smo vsake 4 tedne precepili pod sterilnimi pogoji in jo inkubirali v inkubatorju Pio
LFVP 12 (Iskra, Slovenija) pri 27 °C. Tako smo vzdrZevali aktivnost glive.

3.2.2 Priprava stati¢ne tekoce kulture

Iz petrijevke, ki je bila dobro preraSCena z sevom glive, smo izrezali po tri kvadratke
povrsine 1 cm?” Vsak tak kod¢ek agarja, prera§enega z glivo, smo sterilno prenesli v 250
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mL erlenmajerico s 50 mL rastnega gojis¢a (pH 5,5) naslednje sestave: 10 g dm™ glukoze,
02¢g dm? peptona, 0,3 g dm? kvasnega ekstrakta, 0,8 g/ KH,POy, 0,2 g/LL Na,HPOy, in
0,5 g/L MgSO, - 7H,O (TiSma in sod., 2010). Pripravljeno gojis¢e smo predhodno
sterilizirali v avtoklavu 20 min pri 121 °C in 1,2 bara. Glivo smo iz agarnih ploS¢ prenesli s
sterilnim nozem. Celoten postopek prenosa je potekal v laminarni komori pod sterilnimi
pogoji. Pripravili smo 6 gojiS¢ za en eksperiment.

Tako pripravljeno kulturo smo en teden inkubirali v inkubatorju Pio LFVP 12 (Iskra,
Slovenija) pri 27 °C brez meSanja, da se je goba lepo razrasla po povrsini gojisca.

3.2.3 Priprava vcepka za rast peletov

Po enem tednu rasti glive na staticnem gojiS¢u smo vsa gojiSca pod sterilnimi pogoji zlili v
mlincek, pokrili s pokrovom in mlinc¢ek vklopili za 30 s. Na ta na¢in smo gojisca, ki so bila
preras¢ena z glivo, homogenizirali in dobili veepek. 1z mlin¢ka smo odpipetirali po 10 mL
vcepka in ga prenesli v 500 ml erlenmajerice, ki so vsebovale 90 ml rastnega gojisca.
Sestava gojiSca in pH je bila enaka kot za stati¢no kulturo. Nacepljena gojiS¢a smo za en
teden postavili na stresalnik STR-30 TJ (Iskra, Jugoslavija) pri 30 °C in 135 min™". Po

.....

3.2.4 Priprava submerznega produkcijskega gojisca

Sestava produkcijskega gojis€a na 100 mL: 4,5g kvasnega ekstrakta; 1,2 g KH,PO4, 0,33 g
MgSO04*7H,0, 0,06 g KCl, 0,23 g (NH4),SO4, 0,5 gss. neposusene zagovine (Mansfield in
sod., 1998). pH gojisc¢a je bil 5,5. Gojisca so bila pripravljena v 500 mL erlenmajericah,
zatesnjenih z vatastimi zamaski in sterilizirana 20 min pri tlaku 1,5 bara oz. 121 °C.

Vsako gojisce je bilo nacepljeno z 1,5 g mokre mase peletov glive Gloeophyllum trabeum
pod sterilnimi pogoji. Tako pripravljena gojisS¢a smo postavili na stresalnik pri 30 °C in 135
min"' za teden dni. Vmes smo merili vsebnosti encimov, reducirajoée sladkorje in pH.

3.2.5 Analizne metode
3.2.5.1 pH vrednost

pH vrednost smo dolocevali v odvzetih vzorcih z uporabo digitalnega pH — metra MA-
5730 (Iskra, Slovenija).

3.2.5.2 Vsebnost reducirajocih sladkorjev

V filtratih odvzetih vzorcev smo doloc¢ali vsebnost sladkorjev. Uporabili smo metodo
spektrofotometricno metodo za doloCanje koncentracije reducirajocih sladkorjev z 3,5-
dinitrosalicilno kislino (DNS).

Za dolocevanje koncentracije reducirajocih sladkorjev smo najprej naredili umeritveno
krivuljo z glukozo. V epruvete z obrusi smo odpipetirali po 1,2 mL raztopine glukoze
razli¢nih koncentracij ter dodala po 0,4 mL DNS reagenta, vse dobro premesali in postavili
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epruvete v vrelo vodno kopel za 5 min. Epruvete smo imeli zaprte s steklenim zamaskom,
da smo preprecili izgubo vode zaradi odparevanja. Vzorce smo postavili v mrzlo vodo in
po ohladitvi na sobno temperaturo odc¢itali absorbanco pri 540 nm na spektrofotometru
Cary 50 Probo (Varian, ZDA). Vzporedno smo pripravili e slepi vzorec na enak nacin, le
da smo namesto raztopine glukoze dodali demineralizirano vodo.

Vzorce smo pripravili na enak nacin. V epruvete z obrusi smo odpipetirali po 1,2 mL
vzorca in dodali po 0,4 mL DNS-reagenta. Vse smo dobro premesali in segrevali vzorce v
vreli vodni kopeli 5 min, ohladili na sobno temperaturo in odcitali absorbanco, kot je
opisano zgoraj. Koncentracijo reducirajoc¢ih sladkorjev v vzorcih smo dolocili iz
umeritvene krivulje.

3.2.5.3 Doloc€anje aktivnosti celulaze

Kot metodo za dolo¢anje celulaznih aktivnosti smo izbrali CMC-azno aktivnost, ki kot
substrat uporablja karboksimetil celulozo (CMC). Osnova za merjenje aktivnosti so
reducirajoci sladkorji, ki jih sprostijo encimi pri razgradnji CMC.

Meritve smo opravili z tremi razlicno pripravljenimi reakcijskimi raztopinami. Slepi
vzorec smo uporabili za meritev ozadja reagentov, reakcijsko zmes s standardi za
umeritveno krivuljo in reakcijsko zmes z naSimi vzorci.

Za umeritveno krivuljo smo za standard pripravili glukozo s koncentracijami od 0 do 0,3
g/LL v acetatnem pufru. Standardu smo dodali 1,5 mL DNS reagenta ter kuhali v vreli vodi
10 min.

V epruvete smo dali vzorce, razred¢ene z acetatnim pufrom (0.1 M, pH 4,5) in dodali
raztopino CMC (volumsko razmerje filtrat: raztopina CMC 1:1), dobro premesali in jih
postavila v vodno kopel pri 37 °C za 30 min. Po 30 min smo vzeli vzorce iz kopeli, dodali
reagent DNS in segrevali 10 min v vreli vodni kopeli. Po ohladitvi na sobno temperaturo
smo merili vzorec proti slepemu vzorcu pri 540 nm Cary 50 Probo (Varian, ZDA).
Encimske aktivnosti smo izrazili v enotah (U) kot koli¢ino encima, potrebno za sprostitev
reducirajocCih sladkorjev, ekvivalentnih 1 pmolu glukoze, na minuto.

3.2.5.4 Dolocanje aktivnosti ksilanaz

Meritve smo opravili enako kot pri aktivnosti celulaz, s tremi reakcijskimi zmesi:
e substrat ksilana,

e encim — filtrat submerzne kulture,

e standardi ksiloze za umeritveno krivuljo.

Za umeritveno krivuljo za reducirajoCe sladkorje je bilo potrebno pripraviti standard s
ksilozo s koncentracijami od 0 do 0,3 g/L v fosfatnem pufru. Standardu smo dodali 1,5 mL
DNS reagenta ter kuhali v vreli vodi 10 min ter po ohladitvi dolo¢ili absorbanco pri 540
nm kot je opisano zgoraj.

Za dolocitev aktivnosti ksilanaz v vzorcih, smo filtrate submerznih kultur inkubirali z
raztopino 0,1 M ksilana (volumsko razmerje filtrat: raztopina ksilana 1:1), dobro premesali
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in jih postavili v vodno kopel pri 50 °C za 10 min, nato pa smo jih postavili na led za 5
min. Potem smo vzorce 2 min centrifugirali pri 10000 min'. Dodali smo §¢ DNS reagent
in 5 min kuhali. Po ohladitvi na sobno temperaturo smo merili absorbanco, kot opisano
zgoraj. Encimske aktivnosti smo izrazili v enotah (U) kot koli¢ino encima, potrebno za
sprostitev reducirajocih sladkorjev, ekvivalentnih 1 pmol ksiloze, na minuto.

3.2.5.5 Dolocanje vpliva pH vrednosti na aktivnost celulaz in ksilanaz glive G. trabeum

Aktivnosti celulaz in ksilanaz smo merili pri pH vrednostih od 4 do 7. Za merjenje pri
vrednostih od pH od 4 do 5 smo uporabili 0,1 M acetatni pufer, za merjenje vrednosti pri
pH od 5 do 7 pa smo uporabili 0,1 M fosfatni pufer.

Metode dolocitve encimskih aktivnosti so opisane v poglavjih 2.2.5.4 in 2.2.5.5.

3.2.5.6 Dolocanje vsebnosti proteinov

Proteine smo kvantitativno dolo¢ali z uporabo Bradfordove metode, ki temelji na
spektrofotometricnem dolo€anju absorbance pri 595 nm. Pri tem smo uporabili Bradfordov
reagent (Sigma), ki se veZze s proteini v vzorcu (predvsem z Arg, His, Lys) in tvori
vijolicno obarvan kompleks. Reakcija je dokaj hitra, saj poteCe Ze po nekaj minutah.
Obarvanost ostane enaka pribliZzno eno uro (Bradford, 1976).

V epruveto smo dali 50 pL. vzorca in mu dodali 1,5 mL Bradfordovega reagenta in
premesali na vortreksu. Po priblizno 10 min smo merili absorbanco na spektrofotometru
pri 595 nm proti slepemu vzorcu z demineralizirano vodo. Iz govejega serumskega
albumina smo pripravili proteinske standarde, ki smo jih uporabili za izdelavo umeritvene
krivulje.

3.2.5.7 Koncentriranje gojis¢

Po tednu dni smo produkcijska gojis¢a prefiltrirali in jim na ta nacin odstranili Zagovino in
biomaso. Nato smo gojiS¢a koncentrirali z dvema nacinoma ultrafiltracije.

3.2.5.7.1 Ultrafiltracija s centrifugiranjem

Uporabili smo centrifugirke z membranami Amicon Ultra — 15 (slika 17) z NMWL
(nominal molecular weight limit) 10000 Da, saj je molekulska masa celulaz in ksilanaz
vecja od 20000 Da. Pri ultrafiltraciji smo dodali zafetni volumen vzorca 10 mL v
centrifugirko. Pri 4000 min” sem vzorec centrifugirala 10 min do kon¢nega volumna 1,5
mL. Ultrafiltriranje sem veckrat ponovila do Zelene koli¢ine koncnega pripravka.

Dobitek neprepuscenega dela (®) pomeni razmerje med koli¢inama komponente v
= Ve,

koncentratu (V;, ¢;) in zaCetnem volumnu (V, cp). Ve
0~0

Koncentracijski faktor a je razmerje med zacetnim volumnom in volumnom koncentrata. o
= V/V.. (Znidarsi¢ in Pavko, 2002).
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Slika 17: Centrifugirka z ultrafiltracijsko membrano (Fischer Scientific, 2006)
3.2.5.7.2 Ultrafiltracija z ultrafiltracijsko celico Amicon

Del filtrata, ki smo ga dobili po koncentriranju goji$¢a z ultrafiltracijo s centrifugiranjem in
membrano MWCO 10000 Da, smo obdrzali in ga skoncentrirali Se s pomocjo
ultrafiltracijske celice 8400 (Amicon, ZDA), (slika 18). V ultrafiltracijski modul Amicon
8400 smo vstavili membrano, ki prepusc¢a samo molekule manjSe od 1000 Da in nalili
vzorec. Nato smo celico postavili na magnetno mesalo in priklopili na jeklenko z duSikom
pri nadtlaku pribliZzno 3 bare. Tako smo dobili koncentrat, ki je vseboval molekule vecje od
1000 Da in manjSe od 10000 Da.

Slika 18: Ultrafiltacuska celica
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3.2.5.8 Izpostavljanje lesnih vzorcev raztopinam encimov

Del vzorcev smo potopili v koncentrat produkcijskega gojis¢a G. trabeum, ki smo ga
pripravili s koncentriranjem preko ultrafiltracijske membrane MWCO 10000 Da.

Del vzorcev pa smo potopili v koncentrat G. trabeum, Kkaterega filtrat smo po
koncentriranju skozi ultrafiltracijsko membrano MWCO 10000 Da zadrzali in ga ponovno
ultrafiltrirali skozi membrano MWCO 1000 Da. Kon¢ni koncentrat je vseboval 2/3 (10
mL) koncentrata MWCO 10000 Da in 1/3 (5 mL) koncentrata MWCO 1000 Da. pH
koncentratov smo naravnali na 4,0 s pomoc¢jo 0,1 M H;PO,.

V vsako caSo smo potopili tri vzorce, jih obtezili s steklenimi epruvetnimi zamaski in
pokrili z aluminijasto folijo. CaSe smo za dolofeno Casovno obdobje pustili inkubirati v
inkubatorju pri 30 °C.

Plos¢icam smo po inkubaciji dolocili maso suhe snovi in deleZ kristalini¢nosti. V rezultatih
smo podali povpre¢no vrednost vseh sprememb mas in deleZa kristalini¢nosti vzorcev in
standardni odklon. Kot slepi poskus smo lesne vzorce tri dni pri 30°C inkubirali v
demineralitirani vodi. Nato smo jim dolocili spremembo mase in izmerili delez
kristalini¢nosti.

3.2.5.9 Izpostavitev Zagovine Picea abies raztopinam encimov

Zagovino lesa Picea abies smo tri dni pri 30 °C inkubirali v demineralizirani vodi kot
kontrolo. Zagovini smo pred in po inkubaciji dolodili maso suhe snovi in deleZ
kristalini¢nosti. Po poskusu smo izracunali spremembe v masi snovi in spremembe v
delezu kristalini¢nosti. V rezultatih smo podali povprecno vrednost vseh sprememb mas in
kristalini¢nosti in standardni odklon.

Socasno s kontrolo smo Zagovino inkubirati tri dni v grobem encimskem pripravku,
dobljenem z membrano MWCO 10000 Da in nato v razmerju 2:1 razred¢enem s filtratom,
ki je vseboval tudi topljence z molekulsko maso med 1000 in 10000 Da, ter ji po inkubaciji
ponovno izmerili maso in kristalini¢nost. Nato smo zagovino sprali z demineralizirano
vodo, da smo v najvecji mozni meri odstranili adsorbirane snovi in ponovno izmerili suho
maso snovi ter deleZ kristalini¢nosti po spiranju. Po poskusu smo izra¢unali spremembe v
masi snovi in spremembe v deleZu kristalini¢nosti.

3.2.5.10 Izracun spremembe mase in kristalini¢nosti v vzorcih

Vzorcem smo pred in po inkubaciji dolocili maso suhe snovi v analizatorju vlage HR83
(Mettler Toledo, ZDA). Nato smo izracunali spremembe mas vzorcev po formuli:

u*loo%

Sprememba mase suhe snovi = m
1

Kjer je m; masa vzorca pred inkubacijo, m; pa masa vzorca po inkubaciji v raztopini
encimov.
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Prav tako smo vzorcem pred in po inkubaciji dolocili deleZe kristalini¢nosti. Spremembe v
delezih kristalini¢nosti smo izrac¢unali po formuli:

(% kristalinicnosti )2 - (%kristaliniénosti )1 % 100%

(% kristalinicnosti )1

Kjer je (Yoxsistatinienosti)1 delez Kristaliniénosti vzorca pred inkubacijo, (%oksistatinicnosti)2 pa delez
kristalini¢nosti vzorca po inkubaciji v raztopini encimov.

Sprememba deleza kristalini¢nosti =
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4 REZULTATIIN RAZPRAVA

4.1  PRERASCANIE LESNIH VZORCEV Z GLIVO Gloeophyllum trabeum

Gliva Gloeophyllum trabeum je lesne vzorce, inkubirane pri 25 °C in pri 75 % relativni
zraCni vlagi, dobro preraSc¢ala. Na slikah 19 a do e je vidno preras€anje glive na lesu v
odvisnosti od Casa. Po dveh tednih inkubacije je bilo na vzorcih lesa zaznati rahel bel puh
micelija (slika 19 b). S Casom je micelij postajal vse bolj gost. Najveja gostota je bila
vidna po Sestih tednih inkubacije (slika 19 e). Po Cetrtem tednu rasti je micelij postajal
rumenkaste barve (sliki 19 d in e).

Slika 19: Prerascanje lesa z glivo Gloeophyllum trabeum (a) 0. teden (b) 2. teden (c) 3. teden (d) 4. teden
(e) 6. teden
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4.1.1 Izgled lesnih vzorcev

Lesni vzorci so s casom inkubacije vidno izgubljali mehanske lastnosti (slika 20 a-d). Po
drugem tednu inkubacije (slika 20 a) je bil razkroj lesa dokaj malo opazen. Les je Se
ohranil strukturne lastnosti do te mere, da rokovanje z lesom ni bilo problemati¢no. Po
tretjem tednu inkubacije (slika 20 b) pa je bila povrSina lesa Ze mo¢no zgubana, videle so
se razpoke, ki so bile Se razvidnejSe v Cetrtem tednu (slika 20 c). Razpoke po definiciji
nastanejo, ko sile med suSenjem presezejo trdnost lesa. Predvidevamo, da je vzrok za te
poskodbe suSenje lesa, ki je bilo zelo ostro, zato so v lesu nastele napetosti, ki so presegle
natezno trdnost lesa. Natezna trdnost lesa pa je v najvecji meri odvisna od celuloze. Ker je
bila celuloza razkrojena, zaradi inkubacije lesa z glivo, so se mehanske lastnosti lesa
zmanjSale.

Rokovanje z lesom, ki je bil z glivo inkubiran ve¢ kot §tiri tedne, je bilo zelo tezko, saj je
bil zelo rahel in je pokal ob vsakem bolj grobem dotiku.

Slika 20: Primer izgleda ploscice po : a) dveh tednih; b) treh tednih; c¢)Stirih tednih; d) Sestih tednih
inkubacije z glivo Gloeophyllum trabeum; e) kontrola brez glive

4.1.2 Izguba mase lesnih vzorcev

Lesni vzorci, izpostavljeni glivi Gloeophyllum trabeum, so s Casom izgubljali maso. [zguba
mase po drugem tednu inkubacije je bila 14 %, po tretjem tednu 30 %, po 12 tednu pa celo
68 % (slika 21).
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Slika 21: Casovna odvisnost povpreéne izgube mase vzorcev lesa v odstotkih, po inkubaciji z gobo G.
trabeum

Podobne podatke so za borovino, preras¢ene z glivo Gloeophyllum trabeum, dobili tudi
drugi raziskovalci (Howell in sod., 2009). Dogajanje v lesu, izpostavljenem glivi G.
trabeum, so Howell in sod. (2009) v prvih dveh tednih razloZili z razgradnjo hemiceluloz,
kar se je kazalo v zmanjSanju koncentracije manoze in ksiloze v lesu, medtem ko je bila
razgradnja glukanov (celuloze) v enakem casu zelo nizka. V isti Studiji je bil po Stirih
tednih inkubacije lesnih vzorcev z glivo G. trabeum poleg nadaljnjega upada koncentracije
manoze in ksiloze viden tudi upad glukanov. Predvidevamo, da je tudi v naSih vzorcih
izguba mase do drugega tedna posledica razgradnje hemiceluloze, kar glivi omogoca
dostop do celuloze (Fengel in Wegener, 1989). V naslednjih tednih inkubacije pa je izguba
mase predvsem posledica razgradnje celuloze.

4.1.3 Sprememba kristalini¢nosti lesnih vzorcev

Delez kristalini¢nosti se najbolj poveca v zacetni fazi razgradnje lesa z glivo. Po dveh
tednih inkubacije se je deleZz kristaliniCnosti povecal kar za 16 % glede na zaetno
vrednost. Z daljSim izpostavljanjem lesa glivi delez kristalini¢nosti pada, kar je povezano
tudi z izgubo mase (slika 22).
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Slika 22: Casovna odvisnost deleza kristalini¢nosti vzorcev lesa po inkubaciji z G. trabeum

Nasi podatki se skoraj v celoti ujemajo z meritvami Howella in sod. (2009), ki so
spremljali vzorce lesa bora, inokulirane z glivo Gloeophyllum trabeum. To vsekakor
potrjuje ustreznost eksperimentalnih pogojev in meritev, ki so glede na veliko variabilnost
v naravi lahko zelo neponovljive.

Sklepamo, da je zacetno povecanje deleza kristalini¢nosti posledica razgradnje amorfnega
deleza lesa, kar je v skladu z ugotovitvami drugih avtorjev (Highley in sod.. 1988, Howell
in sod., 2009). Razgradijo se predvsem hemiceluloze in verjetno tudi amorfne celuloze, ki
so za glivo tudi lazje razgradljive kot pa kristalini¢na celuloza. Kristalini¢ni del, ki je tezje
razgradljiv zaradi urejene zgradbe, je po dveh tednih razgradnje z glivo verjetno Se vedno
ohranjen.

Kot navajata Kirk in Cullen (1998) imajo hemiceluloze nekristalinicno razporeditev
oziroma je njihova stopnja kristalinicnosti nizka. Zato njihov razkroj po dveh tednih
inkubacije z glivo povisa celokupno kristalini¢nost lesa. Po drugem tednu inkubacije pa iz
rezultatov predvidevamo, da gliva priCenja tudi z razgradnjo kristalinicne celuloze, saj
kristalini¢nost po drugem tednu za¢ne upadati. Predvidevamo, da je gliva do Cetrtega tedna
razgradila polovico kristalini¢ne celuloze v lesu, v dvanajstem tednu pa sklepamo, da S2
sloj v lesnih vzorcih bil popolnoma razgrajen.

4.1.4 Sprememba mase Kristalini¢nega in amorfnega dela

Izracun izgube amorfnega in kristalini¢nega dela lesa, je pokazal, da se pri inkubaciji z
glivo amorfni del lesa izgublja Ze od samega zacetka. Zato sklepamo, da gre v tem Casu
predvsem za izgubo hemiceluloz in amorfne celuloze. Po drugem tednu inkubacije se
zacne izgubljati tudi kristalini¢na masa. Po Cetrtem tednu inkubacije se izguba amorfnega
dela skoraj ustavi, medtem ko kristalini¢ni deleZ upocasnjeno pada (slika 23).
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Slika 23: Casovna odvisnost kristalini¢ne, amorfne in celokupne mase lesnih vzorcev po inkubaciji z
glivo G. trabeum

Rezultat je lahko posledica tega, da gliva pretvarja kristalini¢ni material v amorfnega, le-

tega pa nato porabi za svoj metabolizem. Zaradi glivnega konstantnega ¢rpanja razgrajenih
sladkorjev za svoj metabolizem masa plos¢ic vztrajno pada. (Howell in sod., 2009).

4.2 SUBMERZNA PROIZVODNIJA ENCIMOV Z GLIVO Gloeophyllum trabeum
4.2.1 Priprava submerzne kulture glive Gloeophyllum trabeum

Glivo smo iz PDA gojiS¢a za en teden prenesli v stati¢no tekoce gojisce, kjer je gliva rasla
povrsinsko (slika 24).
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Slika 24 a in b: Rast G. trabeum na stati¢cnem tekocem gojis¢u v erlenmajerici po enem tednu

Po rasti na staticnem teko¢em gojiS¢u smo glivo precepili v novo rastno gojisce, ki smo ga
za sedem dni postavili na stresalnik (30 °C, 135 min™). Po enem tednu je gliva zrasla v
peletni obliki (sliki 25 a in b in 26).

Slika 25: Peletna rast glive G. trabeum a) v rastnem gojiS¢u 1 teden po precepitvi iz staticnega gojisca
b) peleti G. trabeum preneseni v petrijevko
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Slika 26: Gliva G. trabeum, submerzno razrastena v rastnem gojis¢u a) 40X povecava; b) 100X
povecava

Pelete glive smo nato zatehtali in sterilno prenesli v produkcijska gojis€a, katerim je bila
kot substrat dodana Zagovina (slika 27).

Slika 27: Submerzno gojenje na stresalnik

4.2.2 Spremljanje submerznega gojenja Gloeophyllum trabeum v produkcijskem
gojiscu

Pri submerznem gojenju G. trabeum v produkcijskem gojiS€u smo spremljali sledece
parametre: pH vrednost, koncentracijo reducirajocih sladkorjev in proteinov ter encimske
aktivnosti celulaz in ksilanaz.

4.2.2.1 pH vrednost
pH na zacetku procesa je bil naravnan na vrednost 5,5. Pri vodenju bioprocesa v

erlenmajericah pH vrednosti nismo regulirali. Zato na spreminjanje pH vrednosti vplivajo
le procesi, ki potekajo v gojiscu.
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S ¢asom je pH vrednost narasc¢ala. Iz zacetne pH vrednosti 5,5 je sedmi dan narasla na pH
vrednost 6,8. PoviSevanje pH vrednosti je najpogosteje posledica reakcij deaminacije
proteinov, prisotnih v substratih (kvasni ekstrakt) (slika 28).

L
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Slika 28: Casovna odvisnost vrednosti pH v filtratih, odvzetih med submerznim gojenjem glive G.
trabeum

4.2.2.2 Vsebnost reducirajocih sladkorjev in proteinov

Koncentracija reducirajocih sladkorjev v drugem dnevu pade. Vidimo, da je bilo nekaj
reducirajoCih sladkorjev prisotnih Ze v pripravljenem gojiScu. V zacetni fazi rasti gliva te
sladkorje porablja za tvorbo svoje biomase in tudi za produkcijo encimov za razgradnjo
substrata (Zagovine). Koncentracija sladkorjev po drugem dnevu inkubacije zacne
narascati, saj se verjetno zacnejo polimerni sladkorji v substratu (Zagovina, kvasni
ekstrakt) cepiti na reducirajoe mono- in dimere in tako se celokupna vrednost
reducirajocCih sladkorjev veca. Njihova vrednost se dviga vse do konca procesa.
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Slika 29: Casovna odvisnost izmerjene koncentracije reducirajo¢ih sladkorjev in proteinov v filtratih,
odvzetih med submerznim gojenjem glive G. trabeum

Na osnovi naras¢anja koncentracije reducirajoCih sladkorjev lahko sklepamo, da gliva
sprosca eksoencime za razgradnjo kompleksnega substrata, ki vsebuje tudi celulozo in
hemicelulozo.

Koncentracije proteinov prav tako v drugem dnevu padejo, nato pa se njihova vrednost
povisuje. Zacetni padec koncentracije je verjetno posledica porabe proteinov iz gojisca
(kvasni ekstrakt), kasnejSe naraS€anje koncentracije proteinov pa je posledica poviSanja
koncentracije encimov. Trditev sovpada tudi z nara$¢anjem koncentracije celulaz in
ksilanaz iz slike 29, saj se je tudi koncentracija encimov povecevala po drugem dnevu
inkubacije.

4.2.2.3 Dolocanje encimskih aktivnosti

Med gojenjem glive G. trabeum v submerznem produkcijskem gojis¢u smo poleg celulaz
in ksilanaz preliminarno spremljali tudi encimske aktivnosti lakaz in lignin peroksidaz.
Slednje so bile prisotne v zanemarljivih koli¢inah (podatki niso prikazani), zato jih v
nadaljevanju nismo spremljali. To potrjuje, da G. trabeum kot gliva rjave trohnobe ne
sintetizira encimov za razgradnjo lignina.

Ksilanaze so najvi§jo vrednost dosegle Cetrtega dne, medtem ko so celulazne vrednosti
postopoma rasle vse do sedmega dne. S tem trendom lahko razloZimo encimski sistem v
gojiScu. V glivi od zacetka ni moC zaznati aktivnosti teh hidrolaz, saj ima gliva dovolj
enostavno razgradljivih hranil za tvorbo micelija. Encime za hidrolizo kompleksnih
substratov zacnejo glive najpogosteje sproscati zaradi pomanjkanja vira ogljika ali duSika
(Blazic, 2010).
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Slika 30: Casovna odvisnost izmerjene aktivnosti celulaz in ksilanaz v filtratih, odvzetih med
submerznim gojenjem glive G. trabeum

Ker so bile maksimalne vrednosti encimov visoke: ksilanaze 10210 U/L in celulaze 7628

U/L, lahko re€emo, da je Zagovina ugodno vplivala na encimsko produkcijo z glivo G.
trabeum (slika 30).

4.2.3 Opredelitev optimalne pH vrednosti za delovanje celulaz in ksilanaz glive
Gloeophyllum trabeum

Rezultati testiranja celulazne aktivnosti v odvisnosti od pH vrednosti so pokazali, da imajo
celulaze G. trabeum najvisjo aktivnost pri pH vrednosti od 4 do 4,5. Pri pH 4 je bila
vrednost 99,92 % glede na najviSjo vrednost (100 %), ki je bila dolocena pri pH 4,5, in
sicer 7326 U/L (slika 31).
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Slika 31: Odvisnost relativne celulazne aktivnosti glive G. trabeum od pH vrednosti

Tudi v encimski bazi podatkov Brenda so za glivo G. trabeum kot optimalne vrednosti pH
za celulaze podane vrednosti pH 4,4 in 4,5 (preglednica 1).

Rezultati testiranja ksilanazne aktivnosti v odvisnosti od pH vrednosti so pokazali, da
imajo ksilanaze glive Gloeophyllum trabeum najvisjo encimsko aktivnost pri pH 5, le
nekoliko niZja pa je pri pH vrednosti 4 (slika 32).
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Slika 32: Relativna ksilanazna aktivnost glive G. trabeum v odvisnosti od pH vrednosti

Iz encimske baze podatkov Brenda konkretnih podatkov za optimalen pH ksilanaz glive G.
trabeum nismo nasli. Za glivo rjave trohnobe Lentinula edodoes pa je znan podatek, da
imajo ksilanaze optimalno pH vrednost 4 (preglednica 2).
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Na podlagi teh rezultatov smo se odloc¢ili, da lesne vzorce inkubiramo v koncentratih,
katerim smo z 0,1 M H3;PO,4 umerili pH na vrednost 4.

4.3 INKUBACIJA LESNIH VZORCEV Z ENCIMSKIM PRIPRAVKOM GLIVE
Gloeophyllum trabeum

Vzorce lesa Picea abies smo inkubirali v skoncentriranem filtratu produkcijskega gojisc¢a
glive G. trabeum (slika 33). Koncentrat je vseboval 53400 U/L celulaz in 58800 U/L
ksilanaz.

Vzorce smo inkubirali pri temperaturi 30 °C. Kot slepi poskus smo lesne plosc€ice pri istih
pogojih inkubirali v demineralizirani vodi.

Slika 33: Inkubacija pomoc¢enih lesnih vzorcev v filtrat produkcijskega gojis¢a G. trabeum

Vecino gojiS¢ smo koncentrirali z ultrafiltracijo z membrano z MWCO 10000 Da. Na ta
nacin smo v teh koncentratih obdrzali celulazne in ksilanazne aktivnosti. Delu filtratov,
skoncentriranih z membrano MWCO 10000 Da, pa smo v razmerju 2:1 dodali Se filtrat,
skoncentriran z membrano MWCO 1000 Da, saj smo na ta nain v koncentratu poleg
encimov Zeleli obdrzati tudi agense z nizko molekulsko maso ali t.i. kelatorje.

4.3.1 Izgled lesnih ploscic

Izgled ploscic se po inkubaciji z vodnimi raztopinami ni bistveno spremenil (slike 34 a-d).
Sklepamo, da razgradnja lesnih hemiceluloz in celuloz ni bila tako intenzivna, da bi to
vplivalo na mehanske lastnosti lesnih vzorcev.
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Slika 34: Slike plos¢ic namocenih v koncentrate filtratov produkcijskega gojis¢a glive G. trabeum,
pridobljenih z membrano MWCO 10000 Da po a) Stirih b) sedmih in c) desetih dnevih inkubacije; d)
kontrola inkubirana v vodi

4.3.2 Sprememba mase lesnih vzorcev

Da bi ugotovili vpliv vodnih raztopin encimov na maso ploscice, smo le-te najprej
inkubirali v demineralizirani vodi. Po treh dneh inkubacije pri 30 °C smo izmerili 0,95 +
0,48 % zmanjSanje mase vzorcev glede na zacetno maso vzorcev pred inkubacijo. Iz tega
sklepamo, da v sami vodi pride do hidrolize celuloze, saj je pH vrednost v lesu kisla in les
vsebuje dovolj kovin. Majhna sprememba pa je moZna tudi zaradi ponovne suSitve vzorca
za dolocenje suhe snovi.

V vzorcih, inkubiranih s filtrati produkcijskega gojis€a glive G. trabeum je bilo v vseh
primerih zaznati naraScanje suhe mase. V filtratih, pridobljenih z membrano MWCO
10000 Da je bil opaZen porast mase do 9 % (preglednica 3), medtem ko je bilo pri
inkubaciji s filtrati, najprej dobljenimi s koncentriranjem z membrano MWCO 10000 Da in
nato v razmerju 2:1 razredCenimi s filtrati, ki so vsebovali tudi topljence z molekulsko
maso med 1000 in 10000 Da, ta porast najve¢ do 6 % (preglednica 4).

Preglednica 3: Povprecna sprememba mase lesnih vzorcev po inkubaciji pri 30°C z grobim encimskim
pripravkom, dobljenim z membrano z MWCO 10000 Da

Cas inkubacije s filtratom Povprecna sprememba mase
(dan) (%)
5 9,00+ 1,7
7 7,24+36
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Preglednica 4: Povprecna sprememba mase lesnih vzorcev po inkubaciji pri 30 °C z grobim
encimskem pripravkom, dobljenim z membrano MWCO 10000 Da in nato v razmerju 2:1
razredcenim s filtratom, dobljenim z membrano MWCO 1000 Da

Cas inkubacije s filtratom Povprecna sprememba mase
(dan) (%)
4 4,50+ 2.3
7 1,45 +1,0
10 6,04 +2.3

Predvidevamo, da je do viSanja mas v vzorcih prislo zaradi adsorbcije snovi iz encimskega
pripravka na povrS$ino lesnih vzorcev. To domnevo potrjuje tudi visji porast mase ploscic v
primeru inkubacije s filtratom, ki je vseboval koncentracijo delcev nad 10.000 Da v
primerjavi s filtratom, dobljenim z membrano MWCO 10000 Da in nato v razmerju 2:1
razred¢enim s filtratom, dobljenim z membrano MWCO 1000 Da.

4.3.3 Sprememba Kristalini¢nosti lesnih ploscic

Tudi pri vplivu inkubacije z vodnimi raztopinami na kristalini¢nost lesa smo najprej
preverili vpliv inkubacije v demineralizirani vodi.

Po treh dneh inkubacije plosc€ic lesa v demineralizirani vodi je delez kristalini¢nosti narasel
v povprecju za 1,8 %, kar je skoraj 4 % povecanje glede na zaCetno vrednost (preglednica
5).

Preglednica 5: Povprena sprememba Kkristalinicnosti v zmletih lesnih plos¢icah po treh dneh
inkubacije v demineralizirani vodi pri 30 °C

Kristalini¢nost vzorcev pred Kristalini¢nost vzorcev po Povecanje kristalini¢nosti glede na
inkubacijo inkubaciji zacetno vrednost
(%) (%) (%)
458+1,2 476+ 1 39+1

Ker v tem Casu tudi masa ploscic pade skoraj za 1 %, sklepamo, da je to delno posledica
dejstva, da voda iz lesa odplavlja nizkomolekularne snovi, ki prispevajo k amorfnemu
delu.

Nadaljevali smo z meritvami kristalini¢nosti pri vzorcih, inkubiranih s koncentrati filtratov
produkcijskega gojisca glive G. trabeum, koncentriranih na dva nacina oz. z uporabo dveh
razli¢nih membran. V obeh primerih je prislo do dviga deleza kristalini¢nosti v vzorcih.

Delez kristalini¢nosti vzorcev, inkubiranih s filtrati, katerim so bile odstranjene molekule
pod 10000 Da, je s ¢asom narascal in je najvisjo izmerjeno vrednost (48,0 £2 % oz. 11,6
% glede na zacetno vrednost) dosegel deseti dan inkubacije (slika 35).
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Slika 35: Casovna odvisnost deleza kristalini¢nosti vzorcev lesa po inkubaciji lesnih vzorcev v
koncentratih produkcijskega gojisc¢a G. trabeum

Znano je, da se amorfni del razgradi pred kristalinicnim (Kleman-Leyer in sod., 1992;
Cowling, 1961) in tudi slepi poskus z demineralizirano vodo je pokazal, da se snovi s

casom izplavljajo iz lesa, vendar pa je potrebno pri tem upoStevati tudi adsorpcijo snovi na
les.

Vzorci, ki so bili namoceni v filtratih, najprej dobljenimi s koncentriranjem z membrano
MWCO 10000 Da in nato v razmerju 2:1 razredCenimi s filtrati, ki so vsebovali tudi

delez kristalini¢nosti (47,8 = 1 %). Glede na zacetno vrednost je bilo povecanje 11,1 %. Do
desetega dne se je deleZ kristalini¢nosti pocCasi niZal in deseti dan je znaSal 46,0 £ 1 % oz. 7
% glede na zacetno vrednost. Zaradi Sirokega razpona intervalov napak obstaja tudi
moznost, da kristalini¢nost v lesu po Cetrtem dnevu ostaja konstantna (slika 35).

Vidimo, da je naraS€anje deleza kristalini¢nosti hitreje opazno pri lesnih vzorcih,
inkubiranih v filtratih, kjer so se Se vedno nahajale molekule z nizko molekulsko maso,
med katerimi so tudi t. i. kelatorji, ki pri¢nejo z depolimerizacijo celuloze pred encimi
(Wang in Geo, 2003). Ker teh kelatorjev v filtratih, ki vsebujejo samo molekule nad 10000
Da ni, bi lahko sklepali, da smo z dodatkom molekul z nizko molekulsko maso vplivali na
hitrejSe povecanje deleza kristalini¢nosti lesa. Vendar pa je potrebno ob tem upostevati, da
tudi sama voda doseZe povecanje kristalini¢nosti v vzorcih. Prav tako sklepamo, da snovi,
ki so bile adsorbirane na povrsini vzorcev, vplivajo na navidezni delez kristalini¢nosti lesa.

4.4 INKUBACIJA ZAGOVINE V FILTRATU Z ENCIMSKIMI PRIPRAVKI GLIVE
Gloeophyllum trabeum

Ker nas je zanimalo, v kolikSni meri adsorbirani deli iz koncentrata vplivajo na
kristalini¢nost, smo izvedli Se poskus z zmleto Zagovino.
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Pri inkubaciji Zagovine v demineralizirani vodi po treh dneh pri 30 °C spremembe v masi
nismo zaznali (podatki niso prikazani), medtem ko je delez kristalini¢nosti narastel za 4,4
+ 1 % glede na izmerjeno kristalini¢nost pred inkubacijo (preglednica 6).

Preglednica 6: Povprecna sprememba kristalinicnosti Zagovine po treh dneh inkubacije v

demineralizirani vodi pri 30 °C

Kristalini¢nost Zagovine pred

Kristalini¢nost Zagovine po

Povecanje kristalini¢nosti glede

inkubacijo inkubaciji na zacetno vrednost
(%) (%) (%)
45,8 +1,2 47,8+0,8 4.4 +1

Potrdili smo, da Ze inkubacija v demineralizirani vodi in ponovno suSenje vzorca delno
vplivata na povecanje deleza kristalini¢nosti lesa. Ker ni bilo zaznati sprememb v masi
Zagovine, je sprememba oc€itno posledica strukturnih sprememb v lesu.

Pri inkubaciji Zagovine s filtratom, najprej dobljenimi s koncentriranjem z membrano
MWCO 10000 Da in nato v razmerju 2:1 razred¢enimi s filtrati, ki so vsebovali tudi
topljence z molekulsko maso med 1000 in 10000 Da, smo zaznali kar 47 % povecanje
mase vzorca. Proteini, polisaharidi in ostale snovi iz produkcijskega gojiS€a, so se po
koncentriranju zadrzale v koncentratu in prispevale k velikemu poviSanju suhe mase
Zagovine po inkubaciji. Tudi po spiranju Zagovine z vodo je na njej ostalo Se precej snovi
iz filtratov produkcijskega gojisca glive Gloeophyllum trabeum (preglednica 7).

Preglednica 7: Povpretna sprememba mase in Kristalinicnosti Zagovine pred in po spiranju
adsorbiranih snovi v vzorcih

Povecanje mase
Zagovine pred

Povecanje mase
Zagovine po spiranju

Povecanje
kristalini¢nosti

Povecanje
kristalini¢nosti

spiranjem (%) Zagovine glede na Zagovine glede na
(%) zacetno vrednost pred zacetno vrednost po
spiranjem spiranju
(%) (%)
47,7+£20 241+20 46+1,0 30£1,0

Velika povrSina snovi je o€itno omogocila ucinkovito adsorpcijo na Zagovino, saj
adsorbiranih snovi tudi s spiranjem nismo uspeli popolnoma odstraniti. Kot smo potrdili z
meritvami kristalini¢nosti, so te snovi prispevale k pove€anju kristalini¢nosti lesa, saj se je
po spiranju adsorbiranih snovi navidezni deleZ kristalini¢nosti v lesu zmanjsal (preglednica
7).
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S SKLEPI

Iz raziskav diplomske naloge lahko povzamemo naslednje zakljucke:

Izpostavljanje lesa glivi G. trabeum v prvih dveh tednih privede do poviSanja deleza
kristalini¢nosti v lesu. Z daljSo izpostavitvijo lesa glivi se delez kristalini¢nosti manjsa, vse
vi§ja pa je izguba mase lesa. Les pri daljsi inkubaciji spreminja tudi mehanske lastnosti.
Potrdili smo, da gliva G. trabeum v zacetni fazi razkroja lesa najprej razgradi amorfni
material v lesu (hemiceluloza in amorfni del celuloze) in Sele nato pri¢ne z razkrajanjem
kristalini¢nega dela celuloze.

Med gojenjem glive G. trabeum v produkcijskem gojiscu, ki je vseboval zZagovino Picea
abies, smo spremljali ekstracelularne encimske aktivnosti celulaz in ksilanaz, saj so bile
ligninolitiCne aktivnosti zanemarljivo majhne. Po sedmih dni gojenja so aktivnosti celulaz
narasle do 7628 U/L in ksilanaz do 10210 U/L.

Opredelili smo tudi odvisnost aktivnosti pridobljenih celulaz in ksilanaz od pH vrednosti.
Celulaze so imele najvisjo aktivnost pri pH vrednosti med 4 in 4,5, medtem ko so imele
ksilanaze najboljSe delovanje pri pH vrednosti 4,0.

Vzorce smrekovega lesa smo poskusili modificirati tudi z grobim encimskim pripravkom,
dobljenim s koncentriranjem produkcijskega gojiSca. Ugotovili smo, da vzorcem Ze po
nekaj dneh inkubacije naraste delez kristalini¢nosti, Se posebno v primeru, ko smo zadrzali
v filtratu tudi nizkomolekularne kelatorje. Ker pa del sprememb lahko pripiSemo tudi
posledicam inkubacije v vodi in pa adsorpciji snovi iz filtratov na les, bi bile za
kvantitativno doloCitev povecanja deleza kristalini¢nosti lesa z encimskimi pripravki
potrebne Se nadaljnje Studije. Smiselno bi bilo meriti tudi spremembe v kemijski sestavi
lesa in njegovih fizikalnih lastnosti, vklju¢no z akusti¢nimi lastnostmi, ki so klju¢ne za
izdelovalce glasbil.
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6 POVZETEK

Poskuse smo izvedli z glivo rjave trohnobe G. trabeum. Glive rjave trohnobe prednostjo
razkrajajo hemicelulozo in celoulozo, medtem ko ostane lignin skoraj nespremenjen (Eaton
in Hale, 1993).

Ugotavljali smo, da gliva rjave trohnobe G. trabeum in njen encimski sistem vpliva na
spremembo kristalini¢nosti smrekovega lesa. Les smo najprej inkubirali s samo glivo in
opazovali, kako naravni proces razgradnje lesa z glivo vpliva na kristalini¢nost v lesu.

Zaradi laZjega krmiljenja in nadzorovanja raznih biotehnoloskih industrijskih procesov je
uporaba izoliranih encimskih ali celo biomimeti¢nih kemicnih sistemov bolj zaZelena kot
uporaba zivih organizmov (Tavzes, 2003). Zato smo lesne vzorce izpostavljali tudi grobim
encimskim pripravkom, ki smo jih pridobili s koncentriranjem produkcijskega gojisc¢a
glive G. trabeum. Kot kontrolo smo lesne vzorce inkubirali v demineralizirani vodi.

evee

kristalini¢nosti je dosezen Ze po dveh tednih delovanja glive na les. Ce Zelimo doseci
visoko kristalini¢nost lesa, ki ima Se ohranjene strukturne lastnosti, vzorcev ne smemo
izpostaviti glivi vec kot dva tedna.

V drugem delu eksperimenta smo spoznali, da Ze sama demineralizirana voda vpliva na
porast v delezu kristalini¢nosti lesa. Zato poviSanju kristalini¢nosti vzorcev v rezultatih ne
moremo z zagotovostjo pripisati vplivu agensov z nizko molekulsko maso ali delovanju
encimov. Za potrditev bi bilo potrebno izvesti nadaljnje Studije, da bi poleg spremembe
kristalini¢nosti inkubiranih vzorcev lahko opazovali Se spremembe v kemijski sestavi lesa
in spremembe fizikalnih lastnosti kot so akusti¢ne lastnosti in resonanca.
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