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Obezbojavanje pigmenta
helio genuine yellow light
pomocu bukovace
(Pleurotus ostreatus)

Ispitano je obezbojavanje pigmenta Zute boje po-
mocu bukovace (P. Ostreatus). Bukovaca je jestiva
gljiva i odlicno pomocno lekovito sredstvo. Cilj rada
je bio utvrditi obezbojenje pigmenta pomocu buko-
vace i odrediti ulogu izoenzima lakaze. Eksperiment
je vrSen na c&vrstim i tecnoj podlozi. Kao cvrste
podloge koriscene su PDY i MYP podloge, a kao
te¢na PDY podloga. Sve kulture su dopunjene sa 50
UM boje i sa vanilin Secerom, kvercetinom, a samo
cvrste podloge sa taninskom kiselinom. Obezboja-
vanje na cvrstim podlogama je praceno vizuelno,
dok je na tec¢nim podlogama odredivano spektrofoto-
metrijski. Cvrste podloge su se obezbojile za 9 dana,
a takode je doslo i do obezbojavanja tecnih podloga.
Imalo bi smisla uraditi eksperiment sa esejem za aril
alkohol oksidazu i peroksidazu kako bi se uvidelo
ponasanje boje delovanjem ovih enzima.

Uvod

Bukovaca (Pleurotus ostreatus) je jestiva gljiva i
odlicno pomoc¢no lekovito sredstvo. Radi se o gljivi
asimetri¢nog oblika, glatkog SeSira sa ekscentri¢no ili
lateralno postavljenom drSkom. Bukovaca sadrzi sve
esencijalne amniokiseline, sa izuzekom triptofana,
zatim vitamine: B1, B2, B5, B6, B7, vitamin P i
mnoge minerale. Proteini iz bukovace su po svom
sastavu vrlo sli¢ni Zivotinjskim. Pored toga sadrZi i
veliki procenat ugljenih hidrata i samo oko 4% masti
(Pjevic¢ 1995). P. ostreatus proizvodi lakaze, mangan
peroksidaze i veratril alkohol oksidaze. Nedavno je
otkriven enzim ekstracelularna peroksidaza koju
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proizvodi Pleurotus ostreatus i koja u€estvuje u ob-
ezbojavanju (Vyas i Molitoris 1995). Ona pripada
gljivama koje izazivaju belu truleZ, vrstu degrada-
cije drvnog materijala u kojoj ucestvuju gljive koje
degraduju lignin. Te gljive su prisutne u prirodi i
napadaju mnoge biljke. One proizvode oksidativne
enzime koji ucestvuju u degradaciji lignina. Enzimi
koji degraduju lignin su lakaze, lignin peroksidaze i
mangan peroksidaze.

Lakaze su enzimi koji se nalaze u mnogim bilj-
kama, gljivama i mikroorganizmima. Izvesno je da
se lakaza luci u vise formi Sto zavisi od vrste gljive
i uslova Zivotne sredine, ali da li te razliite forme
odgovaraju razli¢itim ulogama enzima i dalje je
nepoznato (Collins i Dobson 1997; Mansur et al.
1998; Wahleithner er al. 1996; Wood 1980). One
vrste koje lu¢i bukovaca imaju ulogu u degradaciji
lignina i zbog toga mogu biti uklju¢ene u Siroku
kategoriju ligninaza.

Sinteticke boje se intenzivno koriste za bojenje
tekstila 1 u druge industrijske primene. One imaju
razli¢ite hemijske strukture. Procenjuje se da je
ukupna svetska godiS$nja proizvodnja boja oko 800
hiljada tona (Zollinger 1987). Mnoga od ovih je-
dinjenja su veoma otporna na napad mikroba. Neke
boje mogu biti opasne po zivot (Michaels i Lewis
1985).

Slika 1./Figure 1.
Helio genuine yellow light C17H16N4O4

Helio genuine yellow light je pigment Zute boje
koji se koristi u tekstilnoj industriji, kao i u slika-
rske svrhe. Ova boja se sastoji od pigmenta kadm-
ijuma, visokog sjaja i neprozirnosti. U radu ce biti
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oznacena kao HGYL. To je primer organskog mole-
kula koji bukovaca moze da degraduje.

Cilj ovog rada je da se ispita obezbojenje pig-
menta pomocu bukovace.

Materijal 1 metode

Obezbojavanje je vrSeno na dve vrste podloga
(te¢nim i ¢vrstim). Kao te¢na podloga je koris¢ena
PDY podloga, a kao ¢vrste su koriSéene dve podloge
(PDY, koja sadrzi dekstrozu i ekstrakt kvasca, i MYP
koja sadrzi ekstrakt slada, pepton, ekstrakt kvasca i
glukozu). Sve kulture su dopunjene sa 50 UM boje i
sa vanilin Sederom, kvercetinom, a samo Cvrste
podloge sa taninskom kiselinom. Ove supstance su
dodate da bi podstakle bukovacu da proizvodi
enzime. P. ostreatus u prisustvu Helio genuine yel-
low light proizvodi lakaze, aril alkohol oksidaze i
peroksidaze.

Grupe su bile postavljene na sledeéi nacin:

Postojale su tri grupe i to: kontrola, A i B. One
su se sastojale od supstanci koje su predvidene enzi-
mskim esejom (boja + Na-acetatni pufer pH = 4.5),
kojima su dodati vanilin Secer, kvercetin i micelijum
bukovace.

K - boja + Na-acetatni pufer pH = 4.5 +

+ PDY + boja
A - boja + Na-acetatni pufer pH = 4.5 +

+ PDY + boja + vanilin Secer + bukovaca
B - boja + Na-acetatni pufer pH = 4.5 +

+ PDY + boja + kvercetin + bukovaca

Medijum

Obezbojavanje na agar podlogama se vrsilo na
dva razli¢ita medijuma, PDY MYP. PDY sadrzi
24 g/L dekstroze (Difco) i 5 g/L ekstrakta kvasca
(Difco); MYP sadrzi 100 g/L ekstrakta slada (Difco),
50 g/L Pepton (Difco), 50 g/L ekstrakta kvasca i
100 g/L glukoze (Difco). Solid kultura je dopunjena
sa 50 UM helio genuine yellow light.

Sva obezbojavanja u eksperimentu su vrSena u
prisustvu 2 mM vanilin Secera, kvercetina i taninske
kiseline. Obezbojavanja u te¢noj kulturi su izvedena
koriS¢enjem PDY podloge dopunjene bojom (Palmi-
eri et al. 2005).

Inokulum
Za obezbojavanje na solid medijumu, P. ostre-

atus micelijum je narastao na agar podlogama koris-
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te¢i gore opisane medijume dopunjene sa 50 uM
helio genuine yellow light i 2 mM vanilin Secera,
kvercetina i taninske kiseline, i inkubirano je na
28°C do odgovarajuceg rasta micelijuma.
Inokulum za te¢ne kulture je pripremljen pre-
inokulisanjem 300 mL smeSe PDY sa micelijumom
na temperaturi od 28°C. 25 mL Sest dana stare
kulture prenete su u boce od 1 L sa 225 mL PDY
smesSe, dopunjeno bojom i kvercetinom ili vanilin
Secerom. Kulture se inkubiraju u mraku na 28°C.
Uzorci se koriste za utvrdivanje aktivnosti enzima i
obezbojavanja (Palmieri et al. 2005).

Promena HGYL od P. ostreatus

Obezbojavanje medijuma se prati vizuelno, pos-
matrajuci nestanak boje sa plo¢a. Obezbojavanje u
te¢nim kulturama se meri spektrofotometrijski u ta-
lasnim duZinama u opsegu 200-800 nm i merenjem
apsorbance na 410 nm, Sto odgovara boji vidljive
apsorbance maksimalne talasne duZzine. Eksperi-
ment je ponovljen tri puta.

Enzimski eseji

Radena su dva enzimska eseja.

Prvi esej. Aktivnost lakaze je merena u nultom
minutu i dvadestom minutu. Aktivnost se meri na
25°C koriste¢i ABTS. Test smeSa sadrzi 2 mM
ABTS u 0.1M natrijum citratnom puferu, pH 3.0.
Aktivnost je merena na apsorbanci od 420 nm
(36000 M~'em™). ABTS (2,2-azo-bis (3-etilben-
zentiaazo-6 sulfonska kiselina)) je jedinjenje koje se
koristi za posmatranje kineti¢ke reakcije odredenih
enzima.

Drugi esej. Aktivnost lakaze, koja je merena
koriste¢i boju kao supstrat, se meri na 25°C. Proba
sadrzi 150 uM 50 mL HGYL u 20 mM Na-ace-
tatnom puferu, pH 4.5. Aktivnost je merena na
apsorbanci od 410 nm (9000 M_lcm_l) (Palmieri et
al. 2005).

Rezultati i1 diskusija

Obezbojavanje na Cvrstim podlogama

Na ¢vrstim PDY podlogama je doSlo do obez-
bojenja. Vreme koje je potrebno bukovaci da obez-
boji tekstilnu boju, prema prethodnim radovima, je
8 dana (Palmieri ef al. 2005), s tim §to je koriS¢ena
RBBR (Remazol Brilliant Blue R). Proces obezbo-
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javanja HGYL je trajao 9 dana, tj. tada je doSlo do
konacnog obezbojenja, dok su se prve naznake
obezbojenja javile petog dana od dana postavljanja
eksperimenta. Drugog dana od postavljanja eksperi-
menta je doSlo do naglog rasta micelijuma, tako da je
micelijum najpre narastao na podlozi sa kvercetinom,
zatim na podlozi sa vanilin §eerom, potomn na
podlozi sa bojom i na kraju na podlozi sa taninskom
kiselinom. Rast micelijuma je poceo da se ujedna-
¢ava na svim podlogama petog dana, kada su se
javile i prve naznake obezbojenja.

Iz nepoznatih razloga na MYP podlogama nije
doslo do razvitka micelijuma.

Obezbojavanje na tecnoj podlozi

Na grafiku (slika 2 ) se uocava se da nakon odre-
denog vremenskog perioda, u ovom slucaju 20 mi-
nuta, dolazi do smanjenja apsorbance, §to znac¢i da
enzimi razgraduju boju. Najveci pad apsaorbance na-
kon 20 minuta uocava se kod grupe sa kvercetinom,
zatim kod grupe sa vanilin Secerom i na kraju kod
kontrolne grupe. Namece se pretpostavka da su kver-
cetin i vanilin Seéer supstance koje dodatno aktiviraju
enzime bukovace, tako da oni ve¢om brzinom raz-
graduju boju na podlogama sa kvercetinom i vanilin
Secerom nego u kontrolnoj grupi.

Esej sa ABTS-om je doveo do povecanja apsor-
bance kod grupe A. Pretpostavlja se da je doSlo do
reakcije izmedu ABTS-a i fermentacione smeSe. To
je sporedna reakcija sa peroksidazama koja dovodi
do obojenja ABTS-a. U ostalim grupama dolazi do
smanjenja apsorbance, S$to znac¢i da bukovaca ima
ulogu u obezbojavanju. Najpre se obezbojila grupa sa
kvercetinom, pa onda grupa sa vanilin Secerom.
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Slika 2. Apsorbance merene na 1. i 20. minutu kod
kontrolne i tretiranih grupa

Figure 2. Absorbance, measured on the 1. and 20.
minutes in the control (K) and treated groups
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Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata zaklju¢eno je da
je doslo do obezbojenja na ¢vrstim PDY podlo-
gama, kao i u te¢noj PDY podlozi. Dokazano je da
je bukovaca sposobna da obezboji HGYL, tj. en-
zimi koje proizvodi bukovaca su sposobni da je
obezboje. Imalo bi smisla uraditi eksperiment sa
esejem za aril alkohol oksidazu i peroksidazu kako
bi se uvidelo ponaSanje boje delovanjem ovih en-
zima. Saznanje da bukovaca ima sposobnost obez-
bojavanja organskih jedenjenja je veoma znacajno,
jer se moze prakti¢no iskoristiti u procesu bioreme-
dijacije tj. moZe se Koristiti za degradaciju toksi¢nih
supstanci do manje toksi¢nih ili netoksi¢nih sup-
tanci.
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Marija Jeremic

Decolorization of Helio Genuine
Yellow Light with P. Ostreatus

We examined the bleaching of a yellow pigment
with P. ostreatus. P. Ostreatus is edible and a great
accessory remedy. The aim was to determine the role
of izoenzymes laccase on the bleaching of the pig-
ment.
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The experiment was carried out on a solid and a
liquid medium. As solid supports PDY and MYP
mediums were used, and the liquid surface was
PDY. All cultures were supplemented with 50 xM
color with vanilla sugar, quercetin, and only a solid
base with tannic acid.

Bleaching on solid substrates was followed vi-
sually, while the liquid media was determined by
spectrophotometry. Solid surfaces were bleached in
9 days, as well as the liquid media. It would make
sense to do an experiment with assays for the aryl
alcohol oxidase and peroxidase in order to observe
the color reaction to these enzymes. The realization
that P. ostreatus has the ability of bleaching organic
molecules is very important, because it can be put
to practical use in the bioremediation process, and it
can be used for the degradation of toxic substances

to less toxic or nontoxic substances. )
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