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Lignoceluloliticka aktivnost odabranih izolata autohtonih gljiva Srbije

Sazetak

Gljive su tokom evolucije razvile mehanizme razgradnje lignoceluloze koji su
bazirani na aktivnosti enzima sposobnih da raskinu intrapolimerne i interpolimerne veze u
lignoceluloznom supstratu i na taj nacin oslobode fermentabilne Secere, zbog Cega se
poslednjih godina intenzivno istrazuje mogucnost njihove primene u predtretmanu
lignoceluloznog supstrata. Takode, zbog sposobnosti uklanjanja teSkih metala, kao i
razgradnje pesticida, poliaromati¢nih ugljovodonika, polihlorovanih bifenila 1 drugih
zagadivaca sli¢ne strukture ligninu, mogu se koristiti i u bioremedijaciji zemljista i vode.
Predmet istraZivanja u okviru ove disertacije je bila izolacija, selekcija i identifikacija
autohtonih gljiva Srbije sa izraZzenom lignocelulolitickom aktivno$¢u. Osnovni cilj je bio
odabir izolata sa visokim potencijalom za primenu u predtretmanu biomase na osnovu
ispoljene ligninoliti¢ke 1 hidroliticke aktivnosti i definisanje uslove za unapredenje
ligninoliticke aktivnosti odabranog izolata koji bi bili primenljivi u predtretmanu
lignoceluloznog otpada radi postizanja efikasne hidrolize.

Istrazivanje je obuhvatalo tri faze. U prvoj fazi je izvrSena izolacija gljiva,
ispitivanje ligninoliti¢ke i hidroliti¢ke aktivnosti uspe$no izolovanih uzoraka, selekcija i
identifikacija potencijalnih kandidata za primenu u biotehnoloSkim procesima na
lignoceluloznom supstratu. Medu 12 uspeSno izolovanih gljiva, visokom ligninolitickom
aktivnoS¢u su se istakli izolati identifikovani kao Trametes hirsuta F13 1 Stereum
gausapatum F28, dok je izolat identifikovan kao Myrmaecium fulvopruinatum F14 ispoljio
visoku hidroliticku aktivnost, ali zanemarljivu ligninoliticku aktivnost. Izolat 7. hirsuta
F13 je ispoljio lakaznu i mangan peroksidaznu aktivnost, dok je S. gausapatum F28 pored
lakazne 1 mangan peroksidazne ispoljio i slabu lignin peroksidaznu aktivnost. Izolat M.
fulvopruinatum F14 je pokazao najbolje vrednosti karboksimetil celulazne
(5253,42+262,67 U/l na ¢vrstom supstratu 1 3159,98+158,00 U/l u te€nom medijumu) 1
ksilanazne aktivnosti (6831,15+304,15 U/l na ¢vrstom 1 3792,97+£189,65 U/l u te¢nom
medijumu), dok su 7. hirsuta F13 1 S. gausapatum F28 ispoljili umerene aktivnosti ovih
enzima (oko 1000 U/l). Zbog zanemarljive ligninoliticke aktivnosti M. fulvopruinatum
F14 nije razmatran kao potencijalni kandidat za primenu u tretmanu lignocelulozne

biomase.



U drugoj fazi je ispitan potencijal razgradnje lignoceluloznog otpada — piljevine
bukve — pomocu T. hirsuta F13 i S. gausapatum F28, koji je obuhvatao uticaj razlicitih
faktora (vlaZnosti supstrata, tip kultivacije, dodatak mineralnog medijuma) na
ligninoliticku aktivnost, kao i selektivnost razgradnje lignoceluloze koja je procenjena
pomocu koeficijenta selektivnosti sa ciljem da se odabere najbolji izolat za primenu u
predtretmanu. IstraZivanje je pokazalo da je kultivacija na ¢vrstom supstratu generalno
pogodnija za proizvodnju ligninolitickih enzima i da se dodavanjem mineralnog medijuma
proizvodnja moZe dodatno unaprediti, ali je pokazalo i da vlaZnost supstrata uti¢e na tip
ligninoliticke aktivnosti — viSa vlaZnost podstice lakaznu, a niZe mangan peroksidaznu
aktivnost. Utvrdeno je da je izolat T. hirsuta F13 bolji proizvodac lakaza i da je sposoban
za proizvodnju ovog enzima i u te¢nom medijumu u kom je nakon 7 dana inkubacije
zabeleZena lakazna aktivnost od 315,9+0,7 U/l, dok je S. gausapatum F28 bolji
proizvoda¢ mangan zavisnih peroksidaza, ali ispoljava visoku ligninoliticku aktivnost samo
prilikom kultivacije na ¢vrstom supstratu i u uslovima niZe vlaznosti nego 7. hirsuta F13.
Oba izolata su pokazala potencijal za primenu u predtretmanu lignoceluloznog supstrata,
medutim analizom selektivnosti razgradnje piljevine bukve vecéa selektivnost je postignuta
izolatom T. hirsuta F13 (koeficijent selektivnosti 1,7) nego izolatom S. gausapatum F28
(1,1), ¢ime je potvrdeno da T. hirsuta F13 brze razgraduje lignin nego celulozu, zbog cega
je bolji kandidat za primenu u lignoceluloznom predtretmanu nego S. gausapatum F28.

U trecoj fazi je ispitana mogucnost primene melasne dZibre poreklom od Secerne
repe u predtretmanu lignoceluloznog supstrata kao suplementa za unapredenje
ligninoliticke aktivnosti izolata Trametes hirsuta F13 sa ciljem poboljSanja efikasnosti
hidrolize tretiranog supstrata. IzvrSena je analiza 1 optimizacija kultivacionih uslova
primenom eksperimentalnog dizajna, funkcije poZeljnosti i geneti¢kog algoritma. Analize
su pokazale da bi melasna dzibra mogla da bude adekvatna alternativa mineralnom
medijumu kao suplement za unapredenje ligninoliticke aktivnosti izolata T. hirsuta F13,
ali i da dominantni tip ligninoliti¢ke aktivnosti zavisi od koncentracije dZibre — pri niZim
koncentracijama dominira mangan peroksidazna, dok pri vi§im koncentracijama dominira
lakazna aktivnost. Koncentracija dZibre od 13%, vlaZnost supstrata od 63% i temperatura
25 °C su dobijene kao optimalni uslovi predtretmana. Primena melasne dZibre pod
dobijenim optimalnim uslovima je unapredila lakaznu aktivnost ~2,4 puta dok je mangan
peroksidazna aktivnost unapredena ~3 puta. Efikasnost hidrolize komercijalnim enzimom
Cellic CTec2 nakon predtretmana je takode bila poboljSana. Nakon 24 h hidrolize

supstrata tretiranog 7 i 18 dana izolatom 7. hirsuta F13 u prisustvu melasne dZibre



oslobodeno je, redom, 20,54+0,80 mg/ml i 63,58%1,47 mg/ml redukujucih Secera, dok je
tretman u odsustvu melasne dZibre dao, redom, 16,84+0,30 mg/ml i 53,63+2,16 mg/ml
redukujucih Secera. Razlika izmedu tretmana u prisustvu i odsustvu melasne dZibre je bila
statisticki znacajna 1 nakon 7 i nakon 18 dana (p<0,05), Sto je pokazalo da primena
melasne dZibre u predtretmanu gljivama moZe unaprediti predtretman, a time i

saharifikaciju.

Kljuéne reci: gljive, lignoceluloza, melasna dzibra, lakaza, mangan peroksidaza, celulaza,
ksilanaza, Trametes hirsuta F13, Stereum gausapatum F28, Myrmaecium fulvopruinatum
F14.
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The lignocellulolytic activity of selected isolates of autochthonous fungi
of Serbia

Summary

During evolution, fungi have developed mechanisms of lignocellulose
degradation that are based on the activity of enzymes capable of breaking intrapolymer
and interpolymer bonds in the lignocellulose substrate, thus releasing fermentable sugars,
which is the reason for the intensive investigation of their possible use in the pretreatment
of lignocellulose in recent years. They can also be used in bioremediation of soil and
water due to their ability to remove heavy metals, as well as to decompose pesticides,
polyaromatic hydrocarbons, polychlorinated biphenyls, and other pollutants with a
structure similar to lignin. The subject of the research within this dissertation was the
isolation, selection, and identification of fungi autochthonous for Serbia with pronounced
lignocellulolytic activity. The main goal was to select isolates with the high potential for
use in biomass pretreatment based on the expressed ligninolytic and hydrolytic activity
and to define the conditions that would improve the ligninolytic activity of the selected
isolate, which would be applicable in the pretreatment of lignocellulosic waste with

improved hydrolysis efficiency.

The research was performed in three phases. The first phase included the
isolation of fungi, testing of ligninolytic and hydrolytic activity of successfully isolated
samples, selection, and identification of potential candidates for application in
biotechnological processes on a lignocellulosic substrate. Among the 12 successfully
isolated fungi, isolates identified as Trametes hirsuta F13 and Stereum gausapatum F28
showed high ligninolytic activity, while the isolate identified as Myrmaecium
Sfulvopruinatum F14 exhibited high hydrolytic activity but negligible ligninolytic activity.
T. hirsuta F13 showed laccase and manganese peroxidase activity, while S. gausapatum
F28, besides laccase and manganese peroxidase, also exhibited a weak lignin peroxidase
activity. The isolate M. fulvopruinatum F14 showed the best values of carboxymethyl
cellulase activity (5253.42 + 262.67 U / 1 in a solid substrate and 3159.98 + 158.00 U / 1
in liquid medium) and xylanase activity (6831.15 £ 304.15 U /1 in solid and 3792.97 *
189.65 U / 1 in liquid medium), while 7. hirsuta F13 and S. gausapatum F28 showed

moderate activities of these enzymes (about 1000 U / 1). Because of negligible ligninolytic



activity, M. fulvopruinatum F14 was not considered for use in the treatment of

lignocellulosic biomass.

In the second phase of the research, the potential for degradation of
lignocellulosic waste (beech sawdust) by 7. hirsuta F13 and S. gausapatum F28, the
influence of various factors (substrate moisture, type of cultivation, mineral medium
addition) on the ligninolytic activity as well as the selectivity of lignocellulose degradation
was evaluated using a selectivity coefficient in order to select the best isolate for the use in
pretreatment. Research has shown that solid substrate cultivation is generally more suitable
for the production of ligninolytic enzymes and that the addition of a mineral medium can
further improve the production, but has revealed that substrate humidity affects the type
of ligninolytic activity — higher humidity stimulates laccase while lowers manganese
peroxidase activity. It was found that the isolate 7. hirsuta F13 was a better producer of
laccase and was able to produce this enzyme in a liquid medium. The highest value of
laccase activity of 315.9 + 0.7 U/l was recorded after seven days of incubation under
submerged cultivation conditions. S. gausapatum F28 was a better producer of
manganese-dependent peroxidases, but exhibited high ligninolytic activity only when
cultivated on a solid substrate and under conditions of lower substrate moisture compared
to T. hirsuta F13. Both isolates showed potential for use in the pretreatment of the
lignocellulosic substrate; however, when the selectivity of beech sawdust degradation was
analyzed, higher selectivity was achieved with T. hirsuta F13 isolate (selectivity coefficient
1.7) than with S. gausapatum F28 isolate (1.1), which confirmed that 7. hirsuta F13
degrades lignin faster than cellulose, making it a better candidate for use in lignocellulose

pretreatment than S. gausapatum F28.

In the third phase, the potential for use of sugar beet molasses stillage in the
pretreatment of the lignocellulosic substrate as a supplement to improve the ligninolytic
activity of T. hirsuta F13 and thus to improve the efficiency of hydrolysis of the treated
substrate was investigated. Analysis and optimization of cultivation conditions were
performed using experimental design, desirability function, and genetic algorithm. Results
have shown that molasses stillage could be an adequate alternative to mineral medium as a
supplement to improve the ligninolytic activity of 7. hirsuta F13, but also that the
dominant type of ligninolytic activity depends on the concentration of the stillage — at
lower concentrations, the dominant type was manganese peroxidase, while at higher

concentrations, it was laccase activity. A concentration of molasses stillage of 13%,



substrate moisture of 63%, and a temperature of 25 °C were obtained as optimal
pretreatment conditions. The application of molasses stillage to the pretreatment, together
with the obtained optimal cultivation conditions, improved laccase activity ~2.4 times, and
manganese peroxidase activity ~3 times. The hydrolysis efficiency of the pretreated
substrate with the commercial enzyme Cellic CTec2 was also improved. After 24 h of
hydrolysis of the substrate treated for 7 and 18 days with 7. hirsuta F13 isolate in the
presence of molasses stillage, 20.54 = 0.80 mg/ml and 63.58 £ 1.47 mg/ml reducing
sugars were released, respectively, while from the substrate treated in the absence of
molasses, 16.84 + 0.30 mg/ml and 53.63 + 2.16 mg/ml reducing sugars were released,
respectively. The difference between treatments in the presence and absence of molasses
stillage was statistically significant in both cases, after 7 and 18 days (p <0.05), which
implies that the application of molasses stillage to the fungal pretreatment of

lignocellulose can improve pretreatment result, and thus enhance hydrolysis.

Key words: fungi, lignocellulose, molasses stillage, laccase, manganese peroxidase,
cellulase, xylanase, Trametes hirsuta F13, Stereum gausapatum F28, Myrmaecium
Sfulvopruinatum F14.
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Lista oznaka i skracenica

PAH - poliaromati¢ni ugljovodonici;

PCB - polihlorovani bifenili;

LCC - poznato kao lignin-ugljenohidratni kompleks (eng. lignin carbohydrate complexes —
LCO);

HMF - hidroksimetil furfural;

AFEX - dekompozicija eksplozijom u prisustvu amonijaka;

CDH - celobioza dehidrogenaza;

FAD - flavin adenin dinukleotid;

CBQ - celobioza:hinon oksidoreduktaza (eng. cellobiose quinone oxidoreductase — CBQ);
CBMOD - modul za vezivanje za ugljene hidrate (eng. carbohydrate-binding module —
CBMOD);

SHF - odvojena hidroliza i fermentacija (eng. separate hydrolysis and fermentation —
SHF);

SimSF - simultana saharifikacija i fermentacija;

EM - Embden-Majerhofov put;

ED - Entner—Doudorofov put;

ATP - adenozin trifosfat;

CBP - konsolidovani bioproces;

DMC - direktna mikrobna konverzija;

COD - hemijska potro$nja kiseonika (eng. chemical oxygen demand — COD);

EDTA - etilen diamin tetra acetat dihidrat (eng. ethylenediaminetetraacetic acid);

ITS - interni transkripcioni spejser;

LBM — mineralni medijum za proizvodnju ligninoliti¢kih enzima (eng. Ligninolytic basale
medium);

LBMI - mineralni medijum za pripremu inokuluma za testove ligninoliti¢ke aktivnosti;
LBMA — mineralni medijum za kvalitativhu analizu ligninoliticke aktivnosti;

CBM - mineralni medijum za proizvodnju hidroliti¢kih enzima celulaza (eng. Cellulase
basale medium);

CMC - karboksimetil celuloza (en. Carboxymethyl cellulose);

CMCaza - karboksimetil celulaza;

MnP - mangan peroksidaza;



LiP - lignin peroksidaza;

VP - verzatil peroksidaze;

SSF — kultivacija na ¢vrstom supstratu (en. Solid State Fermentation);

SF — kultivacija u te¢nom supstratu (en. Submerged Fermentation);

w/v — masa/zapremina;

w/w — masa/masa;

LMS - supstrat kome je dodat mineralni medijum;

SSdS - supstrat kome nije dodat mineralni medijum;

FPU - filter papir jedinica (en. Filter Paper Unit);

CMCU - karboksimetil celulozna jedinica (en. Carboxymethyl Cellulose Unit);

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina);

my, — gubitak ukupnog lignina;

m; — gubitak biomase;

ANOVA - analiza varijanse;

FFD - frakcionisani faktorijski dizajn (eng. Fractional Factorial Design — FFD);

PBD - Plaket-Burman dizajn (eng. Plackett-Burham design — PBD);

CCD - centralni kompozitni dizajn (eng. Central Composite Design — CCD);

CCI - upisani centralni kompozitni dizajn (eng. Inscribed Central Composite Design —
6@))

CCF - centralni kompozitni dizajn sa tackama u centru povrsina koje formiraju tacke
faktorijskog dizajna (eng. Face-Centered Central Composite Design — CCF).

BBD - Boks-Benken dizajn (eng. Box—Behnken Design — BBD);

RSM - metododologija odgovora povrSine (eng. Response Surface Method — RSM);
GA - geneticki algoritam (eng. Genetic Algorithm);

AP - adekvatna preciznost (eng. adequate precision — AP);

VLS - lignocelulozni supstrat kome je vlaznost supstrata podeSena samo destilovanom
vodom;

MLS - lignocelulozni supstrat kome je vlaznost supstrata podesena dodavanjem melasne
dzibre;

NTS - netretiran supstrat.
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1. Uvod

Napredak u nauci i medicini, razvoj industrije i unapredenje poljoprivredne
proizvodnje omogucili su kvalitetniji 1 duzi Zivot ljudi, ali su, eksplozija ljudske populacije
1 nesavesno ponasanje vecine, stvorili brojne probleme: uvecane su potrebe za hranom,
energijom 1 prostorom; izmenjeni ili uniSteni brojni ekosistemi; uvecane koliine
akumuliranog otpada, a sa njima i zdravstveni i bezbednosni rizici. Zbog intenzivne
upotrebe fosilnih sirovina (za proizvodnju energije, brojnih neophodnih hemikalija,

proizvoda poput plastike), danas se susre¢emo sa dva znacajna problema [1]:
1. predvida se nestanak prirodnih rezervi fosilnih sirovina u narednim godinama;

2. uoCen je znacajan negativan uticaj na Zivotnu sredinu povezan sa njihovom

upotrebom.

Radi prevazilaZzenja navedenih problema, danas se sve viSe tezi odrZzivom razvoju
(koji podrazumeva reciklazu otpadnog materijala i koriS¢enje obnovljivih resursa —
vazduha, biomase), alternativnim izvorima energije 1 Cistijoj, ekoloSki prihvatljivoj
proizvodnji [2, 3]. Iz biomase se potrebne hemikalije dobijaju fermentacijom Seéernog
supstrata ili hemijskom sintezom produkata fermentacije, zbog Cega se, svaki materijal
koji u sebi sadrzi Secere, moze koristiti u biotehnoloskoj proizvodnji. Prema tipu sirovog
materijala sirovine na bazi biomase se dele na Se€erne (SeCerna repa, Secerna trska, sirak,
voce i dr.), skrobne (kukuruz, pSenica, pirinac i dr.) i lignocelulozne [4, 5]. Prema poreklu
sirovog materijala i procesu transformacije dele se na [1]: sirovine prve generacije
(poljoprivredne kulture), druge generacije (lignocelulozni i drugi otpad) i tree generacije

(fermentativne i fotosintetiCke bakterije i alge) — tabela 1.

Lignoceluloznu biomasu ¢ine suvi ostaci biljaka. Veoma je vazan obnovljivi izvor
energije i jedini je obnovljivi izvor ugljenika. Sastoji se od lignina (aromati¢nog polimera)
i polisaharida (hemiceluloze i celuloze) [6]. Hemijske karakteristike strukturnih
komponenata ¢ine je veoma interesantnim biotehnoloSkim supstratom, ali njena primena
zahteva uklanjanje lignina i oslobadanje fermentabilnih Secera iz polisaharida, zbog ¢ega
su savremena istraZivanja usmerena ka pronalaZzenju efektivhe metode kojom se moze

dobiti visok prinos Secera.



Tabela 1: Podela i karakteristike sirovina biomase prema poreklu sirovog materijala i

procesu transformacije [ 1]

Vrsta sirovine Poreklo sirovine Karakteristike
Sirovine prve Koriste se u ishrani, poreklom suiz ~ Visok sadrzaj Secera ili ulja;
generacije poljoprivredne proizvodnje: visoka cena zbog kompeticije sa

skrobni, Secerni i uljani usevi hranom
(uljarice)
Sirovine druge  Nejestive sirovine: lignocelulozna Ekonomski povoljnije sirovine;
generacije biomasa i materijal zaostao nakon konverzija znatno kompleksnija
razli¢itih procesa u poljoprivredi, zbog otpornosti celulozne

prehrambenoj industriji i Sumarstvu  biomase prema razgradnji.
kao i usevi namenjeni proizvodnji

energije
Sirovine trece Sirok spektar fermentativnih i Visok sadrZaj ulja, ugljenih
generacije fotosintetickih bakterija i alge, koje  hidrata ili proteina u njima,
se za sada proucavaju kao prepoznate kao izvanredne
biokatalizatori sirovine

Tokom evolucije gljive su razvile mehanizme za pristup energiji koja je
inkorporirana u tesko razgradivoj lignoceluloznoj biomasi u formi polisaharida. Saprofitne
gljive koje pripadaju klasi Agaricomycetes su joS krajem karbona razvile sposobnost
degradacije lignina [7]. Fungalni mehanizmi razgradnje lignoceluloze su bazirani na
aktivnosti enzima sposobnih da raskinu intrapolimerne 1 interpolimerne veze
lignoceluloznog supstrata oslobadajuci na taj nacin fermentabilne Secere koje koriste u
svojoj ishrani za nadoknadu potrebne energije. U zavisnosti od toga koji je tip enzimske
aktivnosti potreban za raskidanje veze, razlikuju se dve grupe mehanizama razgradnje
lignoceluloze: oksidativni (zaduZeni za razgradnju lignina) i hidroliticki (raskidaju veze u
polisaharidima) [8, 9]. Kao najefikasniji razgradivaci lignoceluloznog supstrata u prirodi,
lignoceluloliticke gljive su privukle paZnju i poslednjih godina se intenzivno istraZuje
mogucnost njihove primene u biorafineriji 1 razli¢itim industrijskim procesima [10, 11]. S
obzirom na to da je iskoriS¢enje poljoprivrednog i drugog lignoceluloznog otpada za
dobijanje fermentabilnih proizvoda oteZano zbog njegove velike otpornosti prema dejstvu
proizvodnih mikroorganizama i enzima, pronalaZenje efikasne i jeftine metode za primenu
ovog supstrata je jedan od primarnih ciljeva istrazivanja [12]. S obzirom na to da
predtretman gljivama koje razgraduju lignocelulozu ne zahteva ulaganje dodatne energije i

primenu toksi¢nih hemikalija 1 ne generiSu se opasni sporedni produkti, primena ovih
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organizama je privukla veliku paZnju. Do 1976. godine je sakupljeno viSe od 14000 gljiva
koje razgraduju celulozu i druga nerastvorljiva vlakna [13], a tokom poslednje decenije
prijavljivanje novih sojeva gljiva koje razgraduju lignoceluloznu biomasu je postalo
ucestalije. Potraga za efikasnim sistemima razgradnje lignoceluloze podstakla je
istraZivanja gljiva koje su karakteristiCne za razliite geografske regione i koje su se
adaptirale na razli¢ite klimatske uslove. Efikasni sistemi razgradnje lignina predstavljaju
ekoloski i ekonomski povoljno alternativno reSenja za biotehnoloSke i agroindustrijske

procese [14].

Osim na primenu u tretmanu lignoceluloznog supstrata, tekuca istraZivanja su
usmerena i na primenu fungalnih ligninolitickih mehanizama u procesu bioremedijacije
(transformacije ili razgradnje opasnih supstanci do bezbednih ili manje opasnih). Gljivama
sposobnim za razgradnju lignoceluloze se mogu ukloniti teSki metali iz vode i zemljiSta
[15-18]. Zahvaljujuci nespecificnom enzimskom sistemu, sainjenom od lakaza 1 lignin,
mangan i verzatil peroksidaza, gljive su u stanju da razgraduju sloZene aromaticne
polimere, sli¢ne strukture kao lignin — pesticide, poliaromati¢ne ugljovodonike (PAH),

polihlorovane bifenile (PCB), boje [19-29].

2. Teorijski deo

2.1. Hemijske i fizicke karakteristike lignocelulozne biomase

Tri glavne strukturne komponente lignoceluloze su polimeri celuloza,
hemiceluloza i lignin (slika 1). Osim njih, mogu se naci i neke nestrukturne komponente
poput vode, proteina, minerala, nestrukturnih saharida 1 nekih drugih, koje se mogu

izdvojiti ekstrakcijom.

Sastav lignoceluloze u velikoj meri zavisi od izvora biomase [30-32]: postoje
znaCajne razlike u udelu strukturnih komponenti — kao i u hemijskom sastavu
hemiceluloze i lignina — u zavisnosti od toga da li je biomasa poreklom od mekog, tvrdog

drveta ili zeljastih biljaka (videti tabelu 2).



Tabela 2: Udeo osnovnih komponenti lignoceluloze u zavisnosti od porekla biomase [30]

Lignocelulozni Celuloza (%) Hemiceluloza (%) Lignin (%)
materijal

Stablo tvrdog drveta 40-55 24-40 18-25
Stablo mekog drveta 45-50 25-35 25-35
Ljuska oraha 25-30 25-30 30-40
Kukuruzni oklasak 45 35 15
Trave 25-40 35-50 10-30
Papir 85-99 0 0-15
Slama 30 50 15
Lisce 15-20 80-85 0
Novine 40-55 25-40 18-30

Celuloza (slika 1) je prirodni polimer, polisaharid hemijske formule (CsH;0Os)n.
Predstavlja gradivhu komponentu primarnog celijskog zida visih biljaka, nekih algi i
oomiceta; neke bakterije sekretuju celulozu prilikom formiranja biofilma. Celuloza se
odlikuje visokim stepenom polimerizacije (od nekoliko stotina, pa ¢ak do 17000
jedinica); u prirodi se najcesée srece 800 do 10000 jedinica [30]. Osnovna gradivna
jedinica celuloze je celobioza (dimer glukoze). Primarno celuloza je linearni
homopolimer sastavljen od glukoznih ostataka D-konfiguracije medusobno povezanih f3-
(1—4)-glikozidnim vezama (slika 1, bl) [30, 33]. Uspostavljanjem vodoni¢nih veza,
nekoliko celuloznih lanaca srasta gradeci mikrofibrile koji se ujedinjuju i formiraju vlakna
(slika 1, M, F i V). Rezultat brojnih inter- 1 intrapolimernih vodoni¢nih veza je kristalno
uredenje celuloze (sekundarna struktura, slika 1, b2) [30, 33]. Osim kristalnih, prirodna
celuloza sadrZi 1 amorfne tj. parakristalne regione [33]. Postoje Cetiri glavna polimorfa
celuloze: 1, II, III, IV [34]. U prirodi je rasprostranjena celuloza I koja predstavlja
kombinaciju dve forme I, 1 I prisutne u razli¢itim odnosima kod razli¢itih vrsta. Obe
forme sadrZe celulozne lance sa alterniraju¢im glukoznim jedinicama okrenutim u

suprotnim smerovima. U vecini biljaka dominantna forma je If} [35].

Celuloze su relativno higroskopne (apsorbuju 8-14% vode pri normalnom
atmosferskom pritisku, temperaturi 20 °C i relativnoj vlaznosti 60%). Nerastvorne su u
vodi u kojoj bubre i u razblaZzenim kiselinama na niskim temperaturama. Rastvorljivost je
povezana sa stepenom hidrolize [30]. Na visokim temperaturama postaju rastvorne s

obzirom na to da je uloZena energija dovoljna za razbijanje vodoni¢nih veza koje



odrZavaju kristalnu strukturu molekula. Rastvorne su i u koncentrovanim kiselinama u
kojima se odvija veliki stepen hidrolize polimera, dok u bazama dolazi do bubrenja i do

rastvaranja frakcija molekula male molekulske teZine (<200) [30].

Hemiceluloza je termin kojim se predstavlja familija polisaharida kao Sto su
arabinoksilani, glukomanani, galaktani, ksiloglukani, ksilani, manani i B-(1—=3, 1—4)-
glukani, koji se mogu naéi u Celijskom zidu biljaka i ¢iji sastav i organizacija zavise od
porekla 1 metode ekstrahovanja [36]. Za razliku od celuloze, hemiceluloza (slika 1, c)
nema kristalno uredenje, veoma je razgranate strukture i poseduje acetil grupe vezane za
polimerni lanac. Razgranati polisaharidni lanci sainjeni su uglavnom od aldopentoznih
jedinica (ksiloza i arabinoza) i od nekih aldoheksoza (glukoza, manoza i galaktoza). Osim
visokog stepena polimerizacije, polimer hemiceluloze obi¢no ima supstituente na glavhom
lancu ili granama [36]. Glavni tip intrapolimernih veza hemiceluloze ¢ine estarske veze, a
prisutna je i znacajna koli¢ina karboksilnih grupa [30]. U literaturi se srecu razliCiti
podaci o stepenu polimerizacije, ali jedna opsta slika je da ne prelazi 200 jedinica, dok je
granica minimuma oko 50 [4, 30, 37]. Najvaznija funkcija hemiceluloze je doprinos

jacanju Celijskog zida, Sto se postiZze njenom interakcijom sa celulozom i ligninom. Na

slici 1 (c) prikazan je deo molekula ksilana, najéeS¢eg polimera iz familije hemiceluloza.

Hemiceluloza je nerastvorna u vodi na niskim temperaturama, mada njena
hidroliza pocinje na temperaturama nizim nego u slucaju hidrolize celuloze. Prisustvo

kiselina znac¢ajno povecava rastvorljivost hemiceluloze u vodi [30].

Lignin je najkompleksniji biopolimer u prirodi i jedini konstituent biomase
baziran na aromati¢nim jedinicama (slika la). On ¢ini 15-25% suve mase drvenastih
biljaka 1 40% energije sadrzane u lignoceluloznoj biomasi [38]; obezbeduje mehanicku
¢vrstocu biljkama, povezivanjem sa polisaharidima omoguéava vaskularnom tkivu biljaka
efikasan transport vode i nutrijenata, Stiti biljku od degradacije spreCavanjem penetracije
lignocelulolitickih enzima kroz Celijski zid [39, 40]. Primarni prekursori sinteze lignina
(koja se naziva reakcijom sparivanja radikala) su tri monolignola: p-kumaril, koniferil i
sinapil alkohol (slika 1a pod 1), 2) i 3), redom) [40], koji nastaju od fenilalanina (Phe) u
opStem fenilpropanoidnom 1 specificnom monolignolnom putu [41]. Oni se inkorporiraju
u lignin u formi fenilpropanoida: p-hidroksifenil (H), guajacil (G) i siringil (S) [40]. PoSto

nastaje polidisperzni polimer — u kom se ne moZe uociti pravilno ponavljanje vecih



jedinica — razlika u strukturi lignina razli¢itog porekla se predstavlja razlikom u brojnosti
fenilpropan jedinica i distribuciji veza unutar jedinica. Glavne intrapolimerne veze lignina
su etarske veze (70%) 1 ugljenik—ugljenik veze (30%) [42]. Svi lignini u manjim
koli¢inama sadrZze i1 nekompletne ili modifikovane monolignole, pa se mogu uociti 1

drugaciji monomeri [40, 43].
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Slika 1: Struktura lignocelulozne biomase a) deo polimera lignina, 1) p-kumaril, 2) koniferil
i 3) sinapil alkohol; bl) linearni polimer celuloze; b2) kristalna struktura celuloze; c) deo

polimera hemiceluloze; M) mikrofibril; F) fibril; V) celulozno viakno.

Lignin se dobro rastvara u alkoholima male molekulske teZine, dioksinu, acetonu,

dimetil sulfoksidu. Lignin se generalno ne rastvara u vodi, medutim hemijskim tretmanom



se moZe dobiti lignosulfonat koji je rastvoran u vodi [44]. Na poviSenim temperaturama
omekSava Sto omogucava povelanje brzine reakcija depolimerizacije kisele ili bazne
prirode.

2.1.1. Hemijske interakcije izmedu komponenti lignoceluloze

U okviru lignoceluloznog kompleksa utvrdena su Cetiri glavna tipa

interpolimernih i intrapolimernih veza (tabela 3) [30, 45].

Tabela 3: Veze unutar lignoceluloznog kompleksa [30, 45].

Intrapolimerne Interpolimerne

veze veze

Etarske lignin, celuloza, tarske celuloza-lignin,

hemiceluloza hemiceluloza-lignin

Ugljenik-ugljenik  lignin [Estarske hemiceluloza-lignin

Vodonicne celuloza Vodonicne celuloza-hemiceluloza,
hemiceluloza-lignin,
celuloza-lignin

Estarske hemiceluloza

Intrapolimerne veze — Kao $to je ve¢ pomenuto, glavne veze unutar molekula
lignina su etarske veze (70%) 1 ugljenik-ugljenik veze (30%) [30]. U molekulu celuloze
glikozidne veze (koje ucestvuju u formiranju inicijalnog polimernog lanca) i vodoni¢ne
veze (koje su razlog kristaliniCne strukture celuloze) Cine dva glavna tipa veze, a
ustanovljeno je i prisustvo karboksilnih grupa u celulozi (1 karboksilna grupa na 100 do
1000 monomernih jedinica glukoze) [30]. Glavni tip veze u hemicelulozi Cine estarske
veze, za razliku od celuloze nema vodoni¢nih veza, ali je prisutna znacajna koliina

karboksilnih grupa [30].

Interpolimerne veze — Nerazgranata hemiceluloza (ksiloglukani, homoksilani i
manani) formira vodoni¢ne veze sa povrSinom celuloznih fibrila, dok bo¢ni lanci (uronska
kiselina i arabinoze) su kovalentno vezane sa hemicelulozama ili ligninom [45]. Na ovaj
nain se formiraju za enzime nepropustne mreZe, poznate kao lignin-ugljenohidratni
kompleksi (eng. lignin carbohydrate complexes — LCC). Vecinu veza u LCC
monokotiledonih biljaka ¢ine estarske veze formirane izmedu bocnih lanaca hemiceluloza

i fenolnih kiselina (ferulati i diferulati) koji ¢ine deo perifernog lignina [45]. Molekul



lignina sa molekulima celuloze i hemiceluloze formira i vodonicne veze. Za etarske veze
koje lignin formira sa polisaharidima joS uvek nije utvrdeno da li je to sa molekulima

celuloze i hemiceluloze ili oba polisaharida [30].

2.2. Predtretman lignocelulozne biomase

Lignoceluloznu biomasu karakteriSe velika otpornost prema razgradnji enzimima
ili mikroorganizmima. Razlicite su pretpostavke uzroka ove otpornosti. U literaturi se
najceS¢e navode struktura i koli¢ina lignina; acetilovana hemiceluloza; lignin-
ugljenohidratni kompleks (eng. lignin carbohydrate complexes, LCC); kristalinicnost
celuloze 1 stepen polimerizacije; zapremina pora; specificna povrSina celuloze [45, 46].
Nerazgranata hemiceluloza (ksiloglukani, homoksilani i manani) formira vodoni¢ne veze
sa povrSinom celuloznih fibrila, dok su bocni lanci (uronska kiselina i arabinoza)
kovalentno vezani sa drugim hemicelulozama ili ligninom [45]. Na ovaj nacin se formiraju

za enzime nepropustne mreze — lignin—ugljenohidratni kompleksi.

Konverzija lignoceluloze do Zeljenih produkata je viSestepeni proces (slika 2)
koji obuhvata predtretman (fizicki, hemijski, fiziCkohemijski i/ili bioloski), hidrolizu
polimera do metaboliSu¢ih molekula, primenu ovih molekula za mikrobni rast i
fermentaciju do Zeljenih produkata, separaciju i preCiS¢avanje produkata. Metode

predtretmana se mogu kombinovati ili primeniti samostalno.

R

predtretman; 1 s S—
\ Fizicki
hemijski/

Detoksikacija

fizicko-h
predtretman

Slika 2: Uproséena Sema proizvodnje bioetanola iz lignocellulozne biomase

Da bi jedan predtretman bio efektivan treba da zadovolji odredene kriterijume:
efikasnost u Sirokom spektru vrsta i koli¢ini lignoceluloznog materijala; mogucnost
dobijanja najveceg dela lignoceluloznih komponenti u upotrebljivoj formi u razli¢itim
frakcijama; treba minimizirati potrebu za pripremom koja prethodi predtretmanu (npr.

redukcija veli¢ine); da ne proizvodi uopste ili proizvodi Sto manje koli¢ine inhibitora



narednih procesa — hidrolize i fermentacije; male potrebe za energijom ili da se uloZena

energija upotrebi u druge svrhe; da bude ekonomski isplativ [45, 46].

2.3. Metode predtretmana lignocelulozne biomase

Metode predtretmana se mogu podeliti na fizicke, fizicko-hemijske, hemijske 1
bioloske metode. Mogu se primenjivati zasebno ili se moZe primeniti kombinacija ovih

metoda.

2.3.1. Fizicki predtretman

Fizicki predtretman obuhvata metode kojima se redukuje veli¢ina
lignoceluloznog materijala, uvecava slobodna specificna povrSina i smanjuje stepen
kristalini¢nosti celuloze, ¢ime se olakSava degradacija enzimima do odgovarajucih
produkata [12, 47, 48]. U ovu grupu predtretmana spadaju razli¢ite metode mehanickog
usitnjavanja (rasparavanje, mlevenje diskovima, vibracionom energijom, kuglama,
koloidno mlevenje...), radijacija (gama zracenje, elektronskim snopom, mikrotalasno

zracanje...) 1 neke druge metode (hidrotermalne metode, piroliza, ekstruzija...) [12].

Mehanickim usitnjavanjem se vrsi redukcija veliCine lignocelulozne biomase do
komada veli¢ine od 50 mm do 0,2 mm, zavisno od primenjene tehnike usitnjavanja (tabela
4) i zZeljene veli¢ine konac¢nih komada (ustanovljeno je da veli¢ina ispod 0,4 mm nema
znacajnog uticaja na brzinu i prinos hidrolize biomase) [47]. Metodom rasparcavanja se
redukuju ogranicenja prenosa mase i toplote dok se veca redukcija veli¢ine komada
postize mlevenjem. Tip biomase i1 duzina mlevenja (kao i1 primenjena metoda mlevenja)
uticu na veli¢inu specificne dodirne povrSine, stepen polimerizacije i redukciju

kristalini¢nosti celuloze [47, 48].

Prema literaturnim podacima mehani¢ko usitnjavanje je energetski neefikasan

proces, a koli¢ina energije koju treba uloZiti zavisi od [49]:

- karakteristika uredaja (brzine motora, vrste mehanizma za usitnjavanje,

smeStajnih kapaciteta komore za usitnjavanje...);

- karakteristika materijala (biomase) koji se koristi (hemijski sastav, vlaZnost,

temperatura);



- koja veli¢ina kona¢nih komada se Zeli dobiti.
Velika potrosnja energije, visoka cena i nemogucnost uklanjanja lignina su razlog

zbog ¢ega se mehanicki predtretman joS uvek ne koristi kao iskljucivi predtretman [48].

Tabela 4: Velicina komada u zavisnosti od primenjene metode mehanickog usitnjavanja

[47, 48]

Metoda Velicina komada biomase
[mm]
Zetva i prekondicioniranje 10-50

Rasparcavanje (Chipping) 10-30
Brusenje i mlevenje 0,2-2

Medutim mehanicko usitnjavanje moZe da se primeni, ne samo pre ve¢ i nakon
drugih tipova predtretmana. Studije su pokazale da se primenom mehani¢kog
predtretmana nakon hemijskog smanjuje potroSnje energije pri mlevenju, kao i cena
razdvajanja ¢vrste od teCne faze, nema potrebe za intenzivnim meSanjem rastvora tokom

predtretmana i ne nastaju inhibitori fermentacije [50].

Radijaciona metoda predtretmana ukljucuje primenu <y-zracenja [51, 52],
elektronskog snopa [53], ultrazvuc¢nih talasa [54], pulsnog elektri¢nog polja, mikrotalasnog
zracenja [55] i dr. Promene koje nastaju primenom ove metode predtretmana odnose se
na povecanje specificne povrSine, sniZavanje stepena polimerizacije i kristalininosti
celuloze, hidrolizu hemiceluloze 1 delimi¢no na depolimerizaciju lignina [48]. Medutim
ove metode jos uvek nisu nasle primenu u industriji jer su obi¢no spore, potrebno je puno
energije 1 veoma su skupe. Interesantnom metodom se Cini primena mikrotalasa u
kombinaciji sa alkalnim ili vodenim okruZenjem, jer potro$nja energije nije prevelika i
dobija se veci prinos redukujucih Seéera enzimskom hidrolizom. Zagrevanjem, koje potice
od vibracija polarnih veza biomase i vodenog okruZenja, dolazi do termicke obrade
lignoceluloznog materijala pri kojoj se oslobada siretna kiselina stvarajuci tako kiselu
sredinu za autohidrolizu [55]. Najveca efikasnost se postize kombinovanjem sa alkalnim

tretmanom [56, 57].

Piroliza predstavlja termicku razgradnju organske materije u odsustvu

(molekulskog) kiseonika. Postoji viSe varijanti pirolize, a koja ¢e se primeniti zavisi od
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zZeljenog proizvoda. Produkti pirolize biomase su ¢ad, tecnost (katran) i gas (CO, H,, CHa,
C.Hn 1 CO,) [58]. Tip biomase, vreme zadrZavanja, brzina zagrevanja i temperatura (koja

je 1 najznacajniji faktor) su faktori od kojih zavisi vrsta dobijenog konac¢nog proizvoda.

Ekstruzija je metoda koja kombinuje viSe razlicitih operacija u jednoj jedinici.
Fizicka razgradnja biomase se postiZe meSanjem, zagrevanjem 1 usitnjavanjem. Ovim
predtretmanom se vr$i depolimerizacija celuloze, hemiceluloze, lignina i proteina [59].
Visi prinosi Secera se postizu primenom niZih temperatura 1 duZeg vremena zadrZavanja

ili primenom visokih temperatura i kraceg vremena zadrZavanja u ekstruderu [60].

2.3.2. Fizicko-hemijski predtretman

Fizicko-hemijski predtretman obuhvata hidrotermalne metode [eksploziju
vodenom parom (autohidrolizu), predtretman toplom vodom], dekompoziciju eksplozijom

u prisustvu amonijaka, dekompoziciju eksplozijom u prisustvu CO.. [26, 39-44].

Hidrotermalne metode predtretmana obuhvataju katalizu razgradnje polisaharida
hidronijum jonima nastalim autojonizacijom vode, sirCetne kiseline i ponekada mogu
nastati i od uronske kiseline. Etarske veze hemiceluloze su najpodloZnije ovom tipu
reakcije. U operacionim uslovima znacajnijim se smatra formiranje hidronijum jona
autojonizacijom siretne kiseline [61], jer je proces autojonizacije vode ogranicen na
inicijalni stadijum. Temperaturni opseg hidrotermalnog predtretmana krec¢e se od 150-
230 °C. Eksperimentalno je potvrdeno da se ovim predtretmanom favorizuje ekstrakcija

ksiloze u velikom procentu [62].

Eksplozija vodenom parom (autohidroliza) je jedna od ceSée koriS¢enih metoda
predtretmana. Postupak se sastoji u tome da se usitnjena biomasa izlaze dejstvu zasi¢ene
vodene pare pod poviSenim pritiskom (0,69-4,83 MPa) nekoliko sekundi do nekoliko
minuta, a zatim se pritisak naglo smanjuje, Sto dovodi do eksplozivne dekompozicije.
Inicijalna temperatura iznosi 160-260 °C [63]. ZadrZavanjem biomase u vodenoj pari
odredeno vreme, pre eksplozivne dekompozicije, dolazi do hidrolize hemiceluloze
siréetnom kiselinom, nastalom hidrolizom acetil grupa iz hemiceluloze, i drugim
kiselinama oslobodenim tokom ovog procesa [64]. Ove kiseline mogu dalje da katalizuju

hidrolizu ili razgradnju oslobodenih Secera glukoze i ksiloze.
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Kljucni faktori nekatalizovane eksplozije vodenom parom su trajanje tretmana,
temperatura, velicina Cestica biomase i sastav vlage. Ovim tretmanom se pre svega postiZe
uklanjanje hemiceluloze ¢ime se poboljSava pristupacnost enzima celuloznim vlaknima.
Dobra rastvorljivost hemiceluloze se moZe posti¢i pri viSim temperaturama 1 kracem
procesu ili niZzim temperaturama i duZem procesu [48, 63]. Da bi se smanjilo formiranje
furfurala i hidroksimetil furfurala (HMF), koji su rezultat razgradnje ksiloze 1 glukoze,
respektivno, a koji predstavljaju inhibitore fermentacije, poZeljnije je primenjivati duZi

tretman sa niZim temperaturama [65].

Iako se ovim postupkom znacajno unapreduje enzimska hidroliza celuloze, prinos
glukoze ¢ini 90% u odnosu na 15% bez predtretmana, prinos redukujuc¢ih Secera iz
hemiceluloze je nizak. Dodatkom SO: ili H,SO4 (koja je jeftinija) moZe se reSiti ovaj
problem [48]. U poredenju sa mehani¢kim predtretmanom za ovaj postupak je potrebno
znatno manje energije (i do 70%) 1 nema otpadnih efluenata koje bi trebalo reciklirati da

bi se zastitila Zivotna sredina, $to utice na poskupljenje postupka.

Predtretman toplom vodom je proces koji se odvija na visokoj temperaturi (160-
240 °C) vodom pod pritiskom koji odrZzava vodu u tecnom stanju. Tokom ovog procesa
voda se ponaSa kao slaba kiselina 1 oslobada hidronijum jon, Sto uzrokuje
depolimerizaciju hemiceluloze selektivnom hidrolizom glikozidnih veza, oslobadaju¢i O-
acetil grupu i1 druge kisele delove hemiceluloze [64, 67]. Ovo, dalje, vodi formiranju
siretne 1 uronske kiseline koje katalizuju hidrolizu hemiceluloze i oligosaharida iz
hemiceluloze. lako je koncentracija nastalih furfurala 1 HMF znatno manja nego
predtretmanom razblaZenim kiselinama ili eksplozijom vodenom parom, mogucnost
stvaranja monosaharida 1 njihova dalja razgradnja do inhibitora fermentacije se moze

smanjiti podeSavanjem pH vrednosti izmedu 51 7 [64].

Ova metoda je atraktivna zbog svoje jednostavnosti i neupotrebe hemikalija
opasnih po Zivotnu sredinu. Celuloza ostaje prilicno satuvana. Najveéim delom je u
¢vrstom stanju, a udeo glukana je veci nego pri tretmanu razblaZzenim kiselinama [67]. Do

sada nije zabeleZeno formiranje pseudo lignina.

Dekompozicija eksplozijom u prisustvu amonijaka (AFEX) se izvodi te¢nim
amonijakom na visokoj temperaturi 1 pritisku. Lignocelulozni materijal je izloZen ovakvim

uslovima neko vreme, a zatim se pritisak naglo snizi. Koncept je sliCan eksploziji
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vodenom parom. Generalno proces obuhvata doziranje amonijaka od 1-2 kg amonijaka/kg
suve mase, temperaturu od 90 °C i pritisak 3 MPa u trajanju do 30 min. [47, 63].
Hemijski efekat amonijaka pod pritiskom izaziva bubrenje celuloze ¢ime se uvelava
dostupna povrsina dok dekristalizuje celuloza. Ovo rezultira izmenom kristalne strukture
celuloze I u celulozu III [47]. Ovim predtretmanom se ne postiZe znacajna rastvorljivost
hemiceluloze u poredenju sa tretmanom kiselinama ili eksplozijom vodenom parom
katalizovanom kiselinama. Uglavhom se rastvaraju manje koli¢ine oligomerne forme
hemiceluloze. Distribucija lignina ostaje relativno ista, ali se struktura lignina rigorozno

menja zbog Cega se uvecava zadrZavanje vode i razgradnja.

AFEX predtretman je pogodan za zeljaste useve i trave, moZe znacajno da
unapredi saharifikaciju [47, 68], a za hidrolizu nije potrebna velika koli¢ina enzima [66].
Ne formiraju se monomeri Secera i ne nastaju inhibitori za naredne, bioloske, procese, te s
toga ispiranje vodom nije potrebno. Takode nije neophodno usitnjavanje Cestica da bi se
povecala efikasnost ovog procesa. Da bi se zastitila Zivotna sredina i snizila cena amonijak
se mora reciklirati nakon predtretmana. Ova metoda nije efikasna kod lignoceluloznih

materijala sa visokim sadrZajem lignina.

Dekompozicija eksplozijiom u prisustvu CO; je predtretman sliCan eksploziji
vodenom parom i AFEX-u. Pretpostavlja se da ugljen dioksid formira ugljenu kiselinu 1
ubrzava hidrolizu [63]. Metoda je bazirana na koriS¢enju superkritiénog fluida CO, (na
temperaturi iznad kriticne i pri poviSenom pritisku gas koji ispunjava sud ima gustinu kao
teCnost). Superkriticni uslovi efikasno uklanjaju lignin Sto olakSava dalju razgradnju.

Delignifikacija se moZe dodatno unaprediti dodatkom etanola [69].

Kada se uporede sa molekulima vode i amonijaka, molekuli CO, su takode mali i
mogu na isti nacin prodreti u pore lignoceluloze. Nakon eksplozije i oslobadanja CO,
pritiska uocavaju se raskinute celulozne i1 hemicelulozne strukture, Sto za posledicu daje

vecu povrsinu supstrata dostupnu enzimu [70].

Prinos redukujuéih Secera je znatno veci nego kada predtretman nije ukljucen
[71], medutim u poredenju sa eksplozijom parom i u prisustvu amonijaka je neSto nizi
[69], dok je znatno veli nego primenom razblazenih kiselina, Sto je pokazano
predtretmanom ostataka Secerne trske [72]. Ovaj predtretman je ekonomski isplatljiviji

nego AFEX i formira se znatno manje inhibitora nego eksplozijom parom. Medutim
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spornim se smatra neophodan visok pritisak. S druge strane primena ugljen dioksida je
atraktivna alternativa jer se cena moZe sniziti zbog njegove koprodukcije tokom
proizvodnje etanola. Ostale prednosti su netoksi¢nost, nezapaljivost i ponovno dobijanje

nakon ekstrakcije.

2.3.3. Hemijski predtretman

Ozonoliza predstavlja primenu ozona u predtretmanu lignoceluloznog materijala.
Ozon je visoko reaktivan prema dvostrukim vezama kao 1 funkcionalnim grupama sa
velikom gustinom naelektrisanja, te je s toga lignin glavna komponenta razgradnje, dok se
hemiceluloza delimi¢no razgraduje [73, 74]. Iz lignina se oslobadaju komponente manje
molekulske teZine, pretezno organske kiseline, poput mravlje i siréetne kiseline zbog cega
moZe do¢i do smanjenja pH vrednosti sa 6,5 na 2 [73]. Prednosti ove metode su efektivno
uklanjanje lignina, neprodukovanje toksi¢nih komponenti koje bi mogle da uti¢u na
procese hidrolize 1 fermentacije, kao i to Sto proces teCe na sobnoj temperaturi i

atmosferskom pritisku. Medutim potrebne su velike koli¢ine ozona $to poskupljuje proces.

Predtretman kiselinama moZe da se izvodi koncentrovanim ili razblaZzenim
kiselinama. U naj¢eS€oj upotrebi je sumporna kiselina, osim nje primenjuju se i
hlorovodoniCna, azotna i siretna kiselina. Koncentrovane kiseline su izuzetno mocan
agens za razgradnju lignocelulozne biomase. Proces tece na niskim temperaturama (pr. 40
°C), Sto predstavlja ociglednu prednost u odnosu na tretman razblaZzenim kiselinama koji
se odvija na znatno viSim temperaturama. Medutim visoka koncentracija kiselina (30-
70%) ¢ini proces ekstremno korozivnim i opasnim. Da bi proces bio ekonomski opravdan
neophodno je precistiti iskoriS€ene kiseline Sto predstavlja energetski veoma zahtevan
korak [12]. Predtretman koncentrovanim kiselinama dodatno poskupljuje primena
specijalne nemetalne opreme ili skupih legura. Neutralizacijom nastaju velike koli¢ine

gipsa ¢ijim odlaganjem se zagaduje Zivotna sredina [12].

Predtretman razblaZzenim kiselinama pre enzimske hidrolize je znatno ceSca
metoda, a razblazene kiseline se mogu upotrebiti i za hidrolizu do redukujucih Secera.

Razlikuju se dva tipa predtretmana razblaZzenim kiselinama [63]:

- kontinualni proces na visokim temperaturama (T>160 °C), krae vreme, sa

malim udelom cvrste faze (5-10%);
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- diskontinualni proces na nizim temperaturama (T<160 °C), duze vreme, sa

udelom biomase (¢vrste faze) 10-40% (maseni procenti).

Na niZim temperaturama dolazi do razgradnje Secera te se s toga saharifikacijom
dobija mali prinos, zbog Cega je poZeljniji tretman na visokim temperaturama krace
vreme [12]. MeSavina kiseline i biomase mozZe se zagrevati indirektno preko zidova suda
ili direktnim ubrizgavanjem pare, kojom se kasnije operiSe na isti nacin kao i pri
nekatalizovanoj eksploziji parom [64]. Kiselina se dodaje u te¢nost filtriranjem kroz sloj,
raspr§ivanjem po ostacima (nakon cega se vrSi njihovo zagrevanje) ili muckanjem sa
biomasom u reaktoru [64]. Eksperimenti su pokazali da primenom siréetne kiseline ¢ak i
u visokoj koncentraciji (do 80%) relativno dugo vreme (oko 30 min.) ne moZe se
razgraditi lignin. Uklanjanje znacajne koli¢ine lignina se moZe posti¢i dodavanjem azotne

kiseline.

Predtretmanom razblaZenim kiselinama moZe se znacajno unaprediti hidroliza
celuloze. Lignin se ne moZe razgraditi, ali nastaju promene na ligninu zbog Cega se
uvecava osetljivost celuloze na dejstvo enzima. Ova metoda je veoma skupa, ¢ak skuplja
nego neke fizicko-hemijske metode poput eksplozije parom i u prisustvu amonijaka.
Potrebno je sitnjenje materijala do veli¢ine 1mm Sto zahteva 33% energije potrebne za
Citav proces [64]. Dodatne troskove ¢ini i odstranjivanje soli nastalih neutralizacijom, koja

je neophodna pre enzimske hidrolize.

Predtretman bazama je u osnovi proces delignifikacije, a odstranjuje i deo
hemiceluloze. Za ovu metodu se najceSce koriste NaOH, KOH, Ca(OH), i amonijak [67,
75]. Efikasnost ove metode zavisi od reakcione temperature, trajanja tretmana i koliCine
alkalija, kao 1 od koli¢ine lignina u tretiranom materijalu (manje lignina veca efikasnost).
U poredenju sa predtretmanom kiselinama potrebne su niZe temperature [76] i pritisak i
nisu potrebni specijalno konstruisani reaktori [67], moguca je ponovna upotreba zaostalih
alkalija, a raskidanje estarskih veza izmedu hemiceluloze i lignina je efikasnije [75]. Pri
tretmanu bazama dolazi do bubrenja biomase ¢ime se povecava unutrasnja povrsina.
Glavni nedostatak ove metode je dugo vreme procesa koje moZe biti od nekoliko sati do

nekoliko dana, moZe do¢i do saponifikacije [75, 76].

Predtretman vodonik peroksidom u vodi pri podeSenoj pH=11-12 (eng. alkaline

peroxide pretreatment) je veoma efektivna metoda. Odvija se na niZoj temperaturi (21-50
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°C) i atmosferskom pritisku odredeno vreme (6-24h). MoZe da unapredi enzimsku
hidrolizu [12, 77]. Nije zabeleZeno prisustvo furfurala ili hidroksimetil furfurala. Ekoloski
pogodna metoda [78]. Glavni nedostaci ove metode su cena vodonik peroksida i veée

koli¢ine soli koje nastaju.

Predtretman organskim rastvaracima je proces u kome se uklanjanje lignina 1
hemiceluloze iz biomase vr§i pomocéu organskih rastvaraca ili njihovih vodenih rastvora
kojima se, prema potrebi, dodaju katalizatori neorganske kiseline (HCl 1 H>SOs). Pri
temperaturama viSim od 185 °C nije potrebno dodavati katalizatore [63]. Rastvaraci su
nizi alkoholi (metanol, etanol), visi alkoholi (etilen glikol, glicerol i dr.), organske i
perorganske kiseline, aceton, estri i dr. Dodavanjem katalizatora se obi¢no postiZe visi
prinos [63]. Jedna od prednosti ovog predtretmana je Sto se lignin visoke Cistoe moZze
lako izdvojiti iz rastvaraca i koristiti u proizvodnji elektri¢ne energije, procesima grejanja i
dr. [12]. Nakon predtretmana neophodno je rastvara¢ ukloniti iz reaktora, evaporisati,
kondenzovati i reciklirati da bi se snizila cena procesa. Uklanjanje rastvaraca je
neophodno 1 zato Sto rastvara¢i mogu biti inhibitori procesa enzimske hidrolize i

fermentacije [12].

Ovaj proces se moZe primeniti zajedno sa predtretmanom kiselinama pri ¢emu se

dvostepenim frakcionisanjem mogu ukloniti lignin i hemiceluloza [12, 63].

2.3.4. Bioloski predtretman

Bioloski predtretman se izvodi organizmima sposobnim da proizvode enzime i
druge hemijske supstance kojima se moZe ukloniti lignin i osloboditi Seceri (pentoze i
heksoze) iz kompleksnog lignoceluloznog supstrata. Ne zahteva primenu skupih
hemikalija, niti utroSak energije — u kombinaciji sa drugim metodama omogucava veci
prinos, smanjuje potrebe za energijom, ublaZzava oStre uslove metoda sa kojim se
kombinuje [79, 80] — i ekoloski je bezbedan. PoSto pomenuti organizmi ne mogu da
koriste ugljenik iz lignina, ve¢ iz oslobodenih Seera, bioloSki predtretman moZe dovesti
do gubitka dela ugljenih hidrata. Iako bi represija hidrolitickih enzima mogla da uspori
ovaj proces, dodatno bi se produZilo vreme trajanja predtretmana cija duZina vel
predstavlja problem. ReSenje moZe biti koriS¢enje brzorastuéih organizama koji proizvode

vece koli¢ine enzima ili primena neke druge metode predtretmana pre bioloske. Studija na
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pirinanim ljuskama je pokazala da je, nakon primene vodonik-peroksida, vreme

inkubacije Pleurotus ostreatus skrac¢eno sa 60 na 18 dana [81].

2.3.5. Organizmi razgradivaci lignoceluloze

Razgradnja lignoceluloze u prirodi je raspodeljena medu gljivama i bakterijama.
Bakterije su uglavnom ograni¢ene na biomasu sa manjom koli¢inom lignina, jer slabo

proizvode ligninaze (neke aktinomicete [82]).

Kao bolje adaptirani organizmi na vodeno okruZenje nego gljive, pretezno
razgraduju biljke vodenih staniSta. Nalaze se 1 u crevnom sistemu herbivora. Celuloliticke
bakterije obuhvataju vrste rodova Clostridium, Ruminococcus, Caldicellulosiruptor,
Butyrivibrio, Acetivibrio, Cellulomonas, Erwinia, Thermobifida, Fibrobacter, Cytophaga i

Sporocytophaga [7].

Na osnovu iskoriS¢enosti materijala i karakteristika trulog drveta, razlikuju se tri
tipa lignocelulolitickih gljiva: gljive izazivaci belog, braon i mekog truljenja; dok je
sposobnost iskoriS¢enja celuloze rasprostranjena u citavom carstvu Fungi od protista,
poput Chytridiomycetes, do naprednih Basidiomycetes. Belo i braon truljenje izazivaju

bazidiomicete; meko truleljenje je posledica delovanja askomiceta 1 deuteromiceta [83].

Gljive izazivaci belog truljenja su sposobne da razgraduju sve frakcije drveta.
Najefikasniji su razgradivaci lignina u prirodi, zbog ¢ega imaju veoma vaZznu ulogu u
reciklaZi ugljenika iz lignifikovanog tkiva. Nakon razgradnje drvo ostaje u vidu belih
vlakana. Pretezno rastu na tvrdom drvetu (poput breze i jasike), ali se mogu naci i na
mekom, npr. boru (Heterobasidion annosum, Phellinus pini i Phlebia radiata) [83].
Sposobne su za selektivnu (Ceriporiopsis subvermispora, Dichomitus squalens, Phlebia
radiata 1 dr.) [84] i neselektivhu razgradnju lignina (Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor 1 Fomes fomentarius) [83]. Selektivnom razgradnjom uklanjaju lignin i
hemicelulozu dok celuloza uglavhom ostaje intaktna [84]; neselektivhom uklanjaju

podjednako sve komponente lignoceluloze [82—84].

Gljive izazivaci braon truljenja razgraduju hemicelulozu 1 celulozu, dok lignin u
izvesnoj meri modifikuju. Braon truleZ je drvo tamne (braon) boje (Sto ukazuje na
prisustvo modifikovanog lignina), smanjeno i razbijeno na fragmente oblika cigle ili kocke

koji se lako mrve dajuéi braon prah. Za razliku od gljiva izazivaca belog truljenja — koje
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hidrolizuju polisaharide samo do one koli¢ine hidrolizata koje mogu da iskoriste za
sopstveni metabolizam - gljive izazivaCi braon truljenja depolimerizuju celulozu i
hemicelulozu brze nego Sto gljiva moZe da iskoristi hidrolizate, pa dolazi do akumulacije
neiskoriSéenih Secera [82, 85]. Lignin, modifikovan ovim gljivama, je reaktivniji nego
prirodni zbog veceg sadrzaja fenolnih hidroksilnih i karboksilnih grupa [86]. Medu

gljivama izaziva¢ima braon truljenja najizucavanija je Gloeophyllum trabeum.

Meko truljenje izazivaju gljive klasa Ascomycetes i Deuteromycetes (Fungi
imperfecti) — drvo postaje mekano, braon boje. Postoje dva tipa meke trulezi [87]: tip I se
odlikuje bikoni¢nim ili cilindriénim Supljinama u sekundarnom zidu, tip II je erozivni tip
degradacije. Ispitivanja vrste Daldinia concentrica su pokazala da ove gljive prevashodno
oksiduju 1 mineralizuju siringil jedinice lignina dok je guajacil veoma otporan na njihovo
dejstvo, zbog Cega su u degradaciji mekog drveta, koje sadrZi znatno viSe G jedinica,

veoma neefikasne [82].

Osim aerobne razgradnje, koja se vr$i slobodnim enzimima, postoji i, znacajno
drugacija, anaerobna razgradnja u kojoj ucestvuju enzimi multienzimskih kompleksa —
celulozoma (slika 3). Celulozomi su prvi put identifikovani i opisani kod termofilne,
anaerobne, celuloliticke bakterije Clostridium thermocellum. Biohemijska istraZivanja
celulozoma su pokazala da se najveci deo celulolitickog procesa odvija u ekstracelularnim
celulozomima koji su organizovani na povrsini Celija u formi policelulozomalnih organela
[88]. Podjedinice celulozoma su sastavljene od brojnih funkcionalnih domena koji
interaguju medusobom 1 sa celuloznim supstratom. Jedna od ovih podjedinica je veliki
glikoprotein skafoldin koji ima ulogu nosaca [7]. On selektivno vezuje razliCite
podjedinice celulaza i ksilanaza u kohezivni kompleks (slika 3), kombinuju¢i njihove
»kohezin“ domene sa karakteristi¢nim ,,dokerin“ domenima [88], prisutnim na svakoj od
podjedinica. Skafoldin nekih celulozoma poseduje 1 mesta za vezivanje ugljenih hidrata.
Celulozomalne sisteme produkuju i anaerobne bakterije Acetivibrio cellulolyticus,
Bacteroides cellulosolvens, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens 1 anaerobne

gljive rodova Neocallimastix, Piromyces i Orpinomyces.
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Celulozom
Tip1 .
dokerin Tip IT
kohezin
l Podjedinica
Tip 1 \ska oldina
kohezin Tip II
‘ Celuloza vezujuci dokerin

domen

Celija

Slika 3: Struktura celulozoma

2.4. Fungalni enzimi i njihovi mehanizmi razgradnje

lignoceluloze

Gljive proizvode Sirok spektar enzima i hemijskih supstanci koji, na razlicite
nacine iskombinovani kod razli¢itih vrsta, zajedno razgraduju lignoceluloznu biomasu.

Mehanizmi razgradnje se mogu podeliti na oksidativne 1 hidroliticke.

2.4.1. Oksidativni mehanizmi

Akcijom fungalnih redoks enzima (glioksal oksidaze, piranoza-2-oksidaze i aril-
alkohol oksidaze) nastaje vodonik peroksid (H.O,), koji reaguje sa redoks-aktivnim
gvozdem (prisutnim u drvetu u dovoljnim koli¢inama) i, kroz Fentonovu reakciju (1),
proizvodi hidroksilni radikal — *OH. *OH je veoma modan oksidujuéi agens, sposoban da
katalizuje visoko nespecificne reakcije i raskida kovalentne veze lignina i celuloze [89,
90].

Fe* + H,O, — Fe** + "OH + OH~

1)

Fe* + H,O, — Fe** + O* + 2H* (

Gljive (kao 1 mnoge biljke, insekti i bakterija Azospirillum lipoferum) proizvode

multibakarne enzime — lakaze. Fungalne lakaze katalizuju formiranje fenoksil radikala,
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¢ija nespecifi¢na reakcija vodi C,-hidroksil oksidaciji do ketona, raskidanju veze izmedu
alkil 1 aril grupa, demetoksilaciji i raskidanju C.—Cg veze u ligninu, kao 1 do reakcije
polimerizacije [83, 91]. Mehanizam razgradnje obuhvata prenos jednog elektrona sa
malog molekula supstrata (tzv. medijatora) na molekul kiseonika, nakon ¢ega oksidovani
medijator difunduje u gusto pakovanu lignocelulozu i inicira reakciju slobodnih radikala
koja vodi depolimerizaciji [7]. U prisustvu medijatora malog molekula, poput

hidroksibenzotriazola, moguca je i oksidacija nefenolnih komponenti lignina [83].

Drugu grupu fungalnih ligninoliti¢kih enzima c¢ine hem peroksidaze: lignin
peroksidaze (LiP), mangan peroksidaze (MnP) i verzatil (hibridne) peroksidaze (VP). U
supstratu je obicno prisutno viSe izoenzima LiP, MnP, VP. LiP katalizuju reakcije
cepanje -O-4 etarskih veza 1 C.—Cy veza u ligninu [92], oksidaciju aromati¢nih C,
alkohola, hidroksilaciju, formiranje hinona i raskidanje aromati¢nog prstena. Registrovane
su kod 40% proucavanih gljiva [93]. Zahvaljuju¢i invarijantnim ostacima triptofana
(trpl71) prisutnim u izoenzimu LiP-A, mogu oksidovati i nefenolne aromati¢ne
komponente lignina [94]. LiP su poznate kao jaki oksidansi zbog veceg deficita elektrona
u gvozdu u porfirinskom prstenu u odnosu na druge peroksidaze. MnP oksiduju Mn** u
visoko reaktivan Mn** (medijator u procesu oksidacije organskog supstrata, reakcija (2)

[83]), koji je stabilizovan helatorima fungalnog porekla, poput oksalne kiseline [95]:
Mn** + RH - Mn** + R + H* )

MnP ne poseduju invarijantne ostatke triptofana, pa u odsustvu intermedijera,
poput tiola, ne mogu oksidovati nefenolne komponente lignina [96]. Verzatil peroksidaze
ispoljavaju i LiP i MnP aktivnost. One poseduju Mn-vezujuée mesto i kada veZzu Mn [93]
sposobne su da oksiduju Mn** do Mn**. Poput lignin peroksidaza i VP poseduju ostatke
triptofana, trpl64, analoge onim u LiP, koji im omgucavaju oksidaciju nefenolnih

aromati¢nih komponenti lignina [83].
Kataliticki ciklus peroksidaza obuhvata 3 odvojena koraka, reakcija (3):
Enzim[Fe(Ill)] + H.O, — Komponenta-I[Fe(IV)=0*] + H,O
Komponenta-I + AH — Komponenta-II[Fe(IV)=0] + A™* 3)

Komponenta-II + AH — Enzim + A™
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Ciklus pocinje raskidanjem O-O veze u molekulu H,O, i uklanjanjem dva
elektrona iz enzima; oslobada se voda i formira intermedijerno jedinjenje O=Fe(IV)-
porfirin m-radikalski katjon (tj. komponenta-I[Fe(IV)=0*]) [97]. U narednom koraku,
redukcijom porfirinskog radikala komponente-I, nastaje drugi intermedijer (komponenta-
[I[Fe(IV)=0]) ¢ijom redukcijom se (u treCem koraku) enzim vrac¢a u prirodno stanje;
istovremeno se (sa redukcijom komponenti I i II) oksiduje supstrat i oslobadaju dva

supstratna radikala (A™) [98], po jedan u svakom koraku.

U oksidacione procese su ukljucene i celobioza dehidrogenaze (CDH), enzimi
koje sintetiSu 1 gljive koje razgraduju 1 gljive koje ne razgraduju lignin. CDH sadrze dve
prosteticke grupe: hem i flavin adenin dinukleotid (FAD). Neke poseduju samo FAD
prostetiCku grupu, zbog cega su dugo vremena posmatrane kao poseban enzim
celobioza:hinon oksidoreduktaza (eng. cellobiose quinone oxidoreductase — CBQ) [99].
Oksiduju oligomerne Secere do laktona koristeci Sirok spektar akceptora elektrona poput
hinona, fenoksiradikala, Fe* i Cu**. Mogu direktno modifikovati lignin raskidanjem f-
etarskih veza, demetoksilacijom aromati¢nih komponenti, uvodenjem hidroksilnih grupa u
nefenolne komponente kroz produkciju hidroksil radikala [100]; ili indirektno, kroz
interakciju sa manganom: oksidovanjem celobioze do 4-O-b-D-glukopiranozil-D -
glukonske kiseline (celobionske kiseline) koja je efikasan helator mangana (Mn(IIl))
[101]; prevodenjem nerastvornog MnQO: u depoe rastvornog Mn, u formi Mn(II) i Mn(III),
¢ime je olakSano formiranje MnP i1 obezbeden dodatni Mn(II) za MnP Kkatalizu;
redukcijom toksi¢nih hinona do odgovarajucih fenola koji sluze kao supstrat za MnP [101,

102].
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2.4.2. Hidroliticki mehanizmi

Potrebnu energiju lignoceluloliticke gljive obezbeduju iz molekula Secera

oslobodenih hidrolizom polisaharida (celuloze 1 hemiceluloze) odgovarajuéim enzimima.

Razgradnju celuloze katalizuju celulaze. Celulaze poseduju kataliticki modul 1
modul za vezivanje za ugljene hidrate (eng. carbohydrate-binding module — CBMOD).
Prema nacinu delovanja dele se u tri klase: endo-(1,4)-B-glukanaze (endocelulaze),
celobiohidrolaze (egzocelulaze) i (-glukozidaze [7, 13, 103]. Egzocelulaze razgraduju
kristalinicnu celulozu uklanjaju¢i celobiozne jedinice sa krajeva celuloznih lanaca;
endocelulaze razgraduju amorfnu celulozu hidrolizom unutrasnjih glikozidnih veza.
Postoji znacajan sinergizam celobiohidrolaza i endocelulaza, a njihovo zajednicko
prisustvo 1 kooperativnost odreduju visoko efikasan enzimski sistem za industrisjku
primenu [103, 104]. Nakon delovanja endo- i egzocelulaza, B-glukozidaze oslobadaju
molekule glukoze iz celobioze i1 celodekstrina; poseduju aktivna mesta u obliku dZepa,

koja im omogudavaju da deluju na neredukujuce glukozne jedinice [103, 105].

Odvajanje celuloze od hemiceluloze, kao i razgradnju hemiceluloze, vrSe
hemicelulaze. Hemicelulaze deluju sinergisticki sa drugim hemicelulazama, ali 1 sa
celulazama [103]. Prema tipu veze koju hidrolizuju hemicelulaze se dele na: glikozidne
hidrolaze (hidrolizuju glikozidne veze) 1 ugljenohidratne esteraze (hidrolizuju estarske
veze); prema nacinu na koji razgraduju hemicelulozu dele se na: enzime koji vrSe
depolimerizaciju i1 enzime koji uklanjaju grane i1 boc¢ne lance (eng. debranching).
Depolimerizacija osnovnog lanca vrsi se endo- i egzohidrolizom [106, 107]; endohidroliza
pocinje negde oko sredine lanca 1 tee nasumic¢no; egzohidroliza krece sa krajeva lanaca.
Odvajanje grana i bo¢nih lanaca od osnovnog vrse tzv. ,pomoc¢ni“ enzimi — neki mogu da
napadnu samo kratke oligomere lanca, dok drugi kidaju grane i bo¢ne lance ne dodirujuéi
osnovni lanac [107]. Za potpunu hidrolizu hemiceluloze neophodno je uskladeno
delovanje sve tri grupe enzima [103]. U tabeli 5 navedene su Sire zastupljene

hemicelulaze, supstrati na koje deluju i proizvodi razgradnje [7, 103, 108].
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Tabela 5: Neke fungalne hemicelulaze, njihovi supstrati i produkti razgradnje [81, 102,
106]

Supstrat Enzim Proizvod
Ksilan endo-f-ksilanaza oligosaharidi
Ksiloglukan/ksilan/oligosaharidi B-ksilozidaza ksiloza

oslobodeni endo-f-ksilanazom

Ksilan/druge hemiceluloze Acetilksilanska Acetil grupa
esteraza
Ksilan Feruloilna esteraza Ferulinska kiselina
Boc¢ni lanci arabinoze na ksilanu ~ a-arabinofuranozidaza o-arabinoza
Galaktomanan/galaktoglukomanan a-galaktozidaza D-galaktoza
Veza izmedu ksilana i glukuronske o-glukuronidaza  D-glukuronska kiselina
kiseline
-(1—4)-D-manozil polimer/(galakto) manaze manooligosaharidi
(gluko)manani
Manooligosaharidi -manozidaze manoza

2.4.3. Procesni uslovi bioloSkog predtretmana

Bioloski predtretman se moZe izvoditi fermentacijom na ¢vrstom supstratu (SSF)
ili submerznom fermentacijom (SF). Za razliku od SF, kultivacija na ¢vrstom supstratu
podrazumeva rast organizama i formiranje produkata u uslovima relativno male vlaZnosti
(60-70%, koliko je potrebno organizmima za rast i metabolicke procese) [31]. Druge
prednosti SSF nad SF su: veéi prinos i produktivnost; bolje karakteristike dobijenih
proizvoda; 1 niZa cena procesa zbog moguénosti primene agroindustrijskog i
poljoprivrednog otpada kao supstrata, smanjenog mesanja, niZe cene sterilizacije, primene
manjih reaktora (koriste se reaktor sa pakovanim slojem, sa fluidizovanim slojem i

horizontalni bubanj) [31].

Da bi gljive, izaziva¢i belog i braon truljenja, mogle da se razviju na
lignoceluloznom supstratu poljoprivrednog porekla, neophodna je dekontaminacija

supstrata. U laboratorijskim uslovima se dekontaminacija postiZze autoklaviranjem pre
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zasejavanja, Sto za industriju predstavlja skup postupak; pa, da bi industrijska upotreba
biomase iz poljoprivrede ipak bila mogucéa, predloZzena je dekontaminacija jeftinim
hemikalijama poput natrijum-bisulfita, natrijum-metabisulfita i natrijum-ditionita, kojima
se postizu jednako dobri rezultati [109]. Gljive se mogu razviti i rasti i na supstratu koji je
podvrgnut samo povrSinskoj sterilizaciji. Nakon §to se formira na povrsini, gljiva se lako
moZe izboriti sa ostalim organizmima u supstratu [109]. Medutim, tokom razgradnje
lignina stvaraju se sve povoljniji uslovi za razvice celulolitickih organizama (kojih u
unutrasnjosti supstrata uvek ima) i koji mogu dovesti do veéeg gubitka celuloze, zbog cega

je dubinska dekontaminacija neophodna [110].

Pravilno pripremljena i primenjena adekvatna veli¢ina inokuluma je jo§ jedan
veoma bitan faktor. Inokulacija gljiva se moZe vrSiti dodavanjem suspenzije spora u
supstrat do postizanja odgovarajuce inicijalne koncentracije, obi¢no reda 105-107 spora/
ml [111, 112]. Za inokulaciju se mogu koristiti 1 konidije, micelijumi gajeni u te¢nom
medijumu ili na agaru, supstrat od cerealija za rast na kom su razvijeni micelijumi gljiva
(eng. spawn grown) 1 prekolonizacija lignoceluloze gljivom [110]. Kultivacija
micelijumima gajenim u te¢nom medijumu omogucava brzu i lakSu inokulaciju nego u
slu¢aju primene agarnih diskova; obi¢no se koriste agarni diskovi precnika 8—10 mm [113,
114]. U eksperimentu sa prekolonizovanim iverom, kada je primenjivana gljiva P.
chrysosporium, primeceno je da udeo inokuluma 2-5% daje dobre performanse i
omogucava uStedu energije pri mehanickom usitnjavanju, medutim, sa uvecanjem udela

inokuluma do 20%, uSteda energije ne raste [115].

Ligninoliticki sistem operiSe pod sekundarnim metabolizmom. Dodavanjem
induktora poput Mn*, H,O, i aromati¢nih komponenti, moZe se stimulisati sekrecija
ligninolitickih enzima i razgradnja biomase; dok se dodavanjem nutrijenata stimuliSe
uvecanje fungalne biomase i ubrzava kolonizacija u dublje slojeve lignoceluloznog
supstrata [115]. Medutim, dovoljne koli¢ine nutrijenata nisu uslov i za produkciju
ligninolitickih enzima. IstraZivanja su pokazala da se ligninoliticki sistem P.
chrysosporium aktivira u uslovima nedovoljne koli¢ine azota, Sto je okidac za otpocinjanje
sekundarnog metabolizma kod najveceg broja gljiva koje izazivaju belo truljenje; u redim

slucajevima okida¢ moZe biti nedovoljno ugljenika ili sumpora [93].
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Jo§ jedan bitan faktor predstavlja veliCina Cestica supstrata. Velike Cestice mogu
da ometaju prodor gljiva i difuziju vazduha, vode i metaboli¢kih intermedijera u dublje
slojeve biomase. Sa smanjenjem veli¢ine Cestica povecava se dodirna povrsina, smanjuje
zapremina, ¢ime je olakSano prodiranje u dublje slojeve. Medutim, prevelikom
redukcijom veli¢ine smanjuje se meducesticni prostor i time onemoguéava nesmetana
cirkulacija vazduha kroz intercesticne kanale. Treba istaéi 1 da svako vece usitnjavanje
biomase zahteva viSe energije, pa je neophodno odrediti najveéu optimalnu veli¢inu
Cestica kako bi se smanjili troSkovi ulaganja energije. Na osnovu dosadasnjih
eksperimenata (koje su sproveli Nazarpour i sar. [116], Membrilo i sar. [117], Wan i Li
[118] i dr.) moZe se zaljuciti da se najvece uklanjanje lignina postiZe na Cesticama
pre¢nika 5-10 mm; znatno manje lignina se uklanja kada su Cestice supstrata precnika
manjeg od 1 mm ili veeg od 15 mm — za dobijanje malih Cestica (<1 mm) troSi i viSe

energije.

VlaZnost je veoma vazan parametar za proces fermentacije na ¢vrstom supstratu.
Inicijalna vlaznost uti€e na rast i razvoj gljiva, kao i na sekundarni metabolizam. Nekim
optimumom se smatra 70-85% vlage [115]. U sluc¢aju premalo vlage onemogucen je rast i
razvoj gljiva, dok previSe vlage moZe negativno uticati na cirkulaciju gasova i moguca je
kontaminacija supstrata bakterijama. Dobri rezultati razgradnje lignina su dobijeni pri
vlaZnosti od 70% [115].

Bazidiomicete koje izazivaju belo truljenje su mezofili, koje visoku razgradnju
lignina postizu izmedu 25-30 °C [118]; askomicete dobro rastu na oko 39 °C [115].
Metabolizam ligninoliti¢kih gljiva generiSe toplotu i stvara temperaturni gradijent. Da
temperatura ne bi porasla do visine koja inhibira rast i metabolizam, ili ubija gljive, tokom

predtretmana je potrebno uklanjati viSak toplote iz sistema.

Optimalne pH vrednosti rasta veine gljiva koje izazivaju belo truljenje su
izmedu 4 i 5. Mnoge od njih mogu tokom predtretmana acidifikovati supstrat do vrednosti

koja inhibira rast gljiva, pa je potrebno pratiti i korigovati uslove kiselosti sredine [110].

Degradacija lignina je gotovo u potpunosti oksidativni proces, zbog Cega je
aeracija joS jedan veoma bitan parametar. Povecanjem nivoa kiseonika moZe se znatno
unaprediti proces razgradnje lignina gljivama. Eksperimentalno je utvrdeno da brzina

formiranja '*CQO, u uslovima poveéanog nivoa kiseonika zna¢ajno raste (u eksperimentu sa
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P. chrysosporium brzina formiranja *CO, je bila tri puta veéa u uslovima ¢istog kiseonika
(100% O5) u odnosu na atmosferu sa 21% O, [93]). Kada se predtretman izvodi u
erlenmajeru u statickom procesu, pasivna difuzija vazduha je dovoljna, medutim ako se
proces izvodi sa pakovanim slojem neophodno je primeniti prinudnu cirkulaciju vazduha
[115]. Da bi se obezbedilo izvodenje fungalnog predtretmana aeracija mora biti
kontrolisana, jer visoka koncentracija kiseonika ne unapreduje selektivnost delignifikacije,

iako unapreduje brzinu [110, 115].

Najveéi nedostatak bioloskog predtretmana predstavlja dugo vreme trajanja
procesa, uglavnom nekoliko nedjelja do nekoliko meseci. Uprkos tome Sto je u pitanju
jeftina metoda, ima zanemarljive zahteve za energijom, ekoloski je pogodna, zbog dugog
vremena joS uvek nije primenljiva u industriji. P. chrysosporium je brzorastuca gljiva 1
moZe za svega nekoliko dana da znaCajno razgradi lignin, ali je neselektivni razlagac.
Nasuprot njoj, P. ostreatus, druga Siroko proucavana gljiva, moZe za nekoliko nedjelja
ostvariti znac¢ajnu razgradnju lignina [115]. U zavisnosti od vrste gljive i supstrata zavisi i
vreme trajanja procesa; za dostizanje maksimuma razgradnje tvrdog drveta je najcesce

potrebno 3-8 nedelja, a slame 3—4 nedelje [110].

2.5. Metode hidrolize

Razgradnja polisaharida do fermentabilnih Secera vrSi se kiselinama
(razblazenom ili koncentrovanom sumpornom ili hlorovodoni¢nom kiselinom) ili
enzimima (fungalnim i bakterijskim celulazama i hemicelulazama). Proces razblaZzenim
kiselinama moZe biti jednostepeni ili dvostepeni (slika 4). U oba slucaja dolazi do
dehidratacije jednog dela oslobodenih Seéera, zbog C¢ega nastaju inhibitori fermentacije:
hidroksimetilfurfurali (HMF, od heksoza) i furfurali (od pentoza). Hidroliza
koncentrovanim kiselinama je efikasnija; razgradnja polisaharida je potpuna i brza i skoro
da nema formiranja HMF i furfurala [4]. Medutim, iz bezbednosnih razloga i da bi se
snizila cena procesa, na kraju je neophodno kiselinu ukloniti i neutralisati, za Sta se koristi
kalcijum-hidroksid; problem predstavlja formiranje hidratisanog gipsa (CaSO4-2H>0) jer

je zagadivac Zivotne sredine.
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Slika 4: Metode hidrolize: a) dvostepeni postupak razblaZenim kiselinama, b) enzimska
hidroliza — odvojena hidroliza i fermentacija, c) enzimska hidroliza — simultana

saharifikacija i fermentacija.

Enzimskom hidrolizom se postize visok prinos redukujuéih Secera i visoka
selektivnost; niZa je cena procesa, procesni uslovi za naredni korak (fermentacije) su
umereni; medutim, cena samih enzima je jos uvek visoka, Sto onemogucava da bioetanol
iz lignoceluloze bude konkurentan fosilnom gorivu ili bioetanolu dobijenom iz skrobnih
sirovina [4]. Enzimska hidroliza (slika 4) moZe teéi paralelno sa fermentacijom (simultana
saharifikacija 1 fermentacija, SimSF) [119] — procesi fermentacije i1 hidrolize teku u
suboptimalnim uslovima, smanjena je inhibicija krajnjim proizvodima hidrolize; ili moze
biti odvojen proces od fermentacije (eng. separate hydrolysis and fermentation, SHF) —
mogucée je podesiti optimalne uslove za procese fermentacije i hidrolize, ali inhibicija

supstratom je izraZenija i veci su troSkovi proizvodnje nego kod SimSF.
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2.6. Inhibitori fermentacije i detoksikacija

Iako tokom bioloskog predtretmana ne nastaju inhibitori hidrolize i fermentacije,
u eksperimentu sa neprecis¢enim enzimima Wang i sar. su pokazali da prisustvo lakaze,
posebno aktivne lakaze, uti¢e represivno na aktivnost celulaza [120], pa je poZeljno
ukloniti ovaj enzim pre pocetka hidrolize. Za razliku od bioloskog predtretmana tokom
fizickih, fiziCko—hemijskih i1 hemijskih metoda, kao i u procesu hidrolize kiselinama, ¢esto
nastaju inhibitori, koje Cine: slabe kiseline, derivati furana i fenolne komponente.
Inhibitorni efekat mogu imati i primenjene hemikalije, ekstrakti ukljucujuci terpene,
alkohole i aromati¢ne komponente (tanine), metali oslobodeni iz opreme koja se koristi i

aditivi kao Sto su nikl, gvoZzde, bakar i hrom.

Inhibitori imaju toksi¢an efekat na proizvodne mikroorganizme i na taj nacin
smanjuju prinos i produktivnost. Stepen toksi¢nosti zavisi od fizioloskog stanja Celije,
rastvorenog kiseonika i pH medijuma [30]. Detoksikacija se vrs$i hemijskim (bazama
[121], najcesée Ca(OH),), fizickim (evaporacijom u rotacionom evaporatoru,
ekstrakcijom, jonskom izmenom, aktivnim ugljem) i bioloSkim metodama (enzimima
lakazama 1 peroksidazama, gljivama Trametes versicolor, Trichoderma reesei ili razliitim

bakterijama [122]).

2.6.1. Fermentacija hidrolizata

Fermentacija je metabolicki proces konverzije Secera do kiselina, gasova i/ili
alkohola. U lignoceluloznom hidrolizatu su prisutne dve grupe Secera: heksoze (glukoza,
manoza i galaktoza) i pentoze (ksiloza i arabinoza), ali organizmi, koji se pretezno koriste
u industriji etanola, uglavnom ne mogu efikasno fermentisati pentoze (videti tabelu 6)

[123-125].

Metabolizam glukoze se odvija Embden-Majerhofovim (EM, slika 5) (pr. u
kvascu Saccharomyces cerevisiae) 1li Entner—-Doudorofovim (ED) putem (slika 5, u
bakterijama poput Zymomonas sp.). ED putem se oslobada upola manje ATP po molu
glukoze nego u slu¢aju EM puta, zbog Cega se biomasa proizvodnog mikroorganizma ne
uveava mnogo, pa vise Secera moZe da se konvertuje do Zeljenog proizvoda. U industriji
etanola se prioritetno koristi kvasac S. cerevisiae [126, 127]: bezbedan (GRAS), tolerantan

prema inhibitorima fermentacije, ali ne moZe fermentisati aldopentoze do etanola.
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Kanalisanje pentoznih Seéera do centralnog metabolizma u bakterijama se vrsi
izomeraznim putem; u kvascima i filamentoznim gljivama metaboli¢kim putem reduktaza/
dehidrogenaza [128]. Malo organizama je prirodno sposobno da fermentiSe pentoze (neke
vrsta rodova Pichia 1 Candida, kao i filamentozna gljiva Fusarium oxysporum [128]), ali je
brzina konverzije ovim organizmima mala. PredloZeni put katabolizma ksiloze dat je na
slici 6. Metabolickim inZenjerstvom uvedeni su putevi ksiloza izomeraze i arabinoza
izomeraze u S. cerevisiae 1, na taj nacin, stvoreni sojevi kojima se postiZu visoki prinosi.
Metode genetickog i metabolickog inZenjerstva primenjene su i na drugim proizvodnim
mikroorganizmima; osim unapredenju fermentacije, teZi se i povefanju otpornosti

organizama prema inhibitorima fermentacije [129].

Neke bakterije poput Clostridium thermocellum 1 filamentozne gljive Monilia sp.,
Neurospora sp., Zygosaccharomyces rouxii, Aspergillus sp., Trichoderma viride [125],
mogu direktno transformisati celulozu do etanola, ali je mali prinos etanola, dugo vreme

konverzije i nastaju sporedni produkti poput siréetne 1 mle¢ne kiseline.

U novije vreme razmatra se primena samo jednog organizma sposobnog za Cetiri
bioloske konverzije: produkciju glikolitickih enzima (celulaze i hemicelulaze), hidrolizu
predtretirane biomase, fermentaciju heksoza 1 fermentaciju pentoza. Ova metoda je
poznata pod nazivom konsolidovani bioproces (CBP) — ili direktna mikrobna konverzija
(DMC). Kako jos uvek nije pronaden niti stvoren idealan organizam, Cesto se primenjuje
bakterija Clostridium thermocellum, koja je sposobna da hidrolizuje celulozu i fermentise
glukozu, zajedno sa C. thermosaccharolyticum koja moZze fermentisati pentoze [130, 131].
Novije studije su fokusirane na kombinovanju proizvodnje celulaza i sojeva
mikroorganizama koji daju visoke prinose etanola poput Escherichia coli, Klebsiella

oxytoca i Zymomonas mobilis.
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Tabela 6: Organizmi producenti etanola i supstrat koji mogu fermentisati [121]

Organizam

Supstrat

Gljive

Saccharomyces cerevisiae
S. carlsbergensis
Kluyveromyces fragilis

Candida tropicalis

Bakterije
Zymomonas mobilis
Clostridium thermocellum

C. acetobutylicum

Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Lactobacillus plantarum
L. casei

L. xylosus

Glukoza, fruktoza, galaktoza, maltoza, maltotrioza, ksiluloza
Glukoza, fruktoza, galaktoza, maltoza, maltotrioza, ksiluloza
Glukoza, galaktoza, laktoza

Glukoza, ksiloza, ksiluloza

Glukoza, fruktoza, saharoza, inZenjerovana da koristi ksilozu
Glukoza, celobioza, celuloza

Konverzija ksiloze do acetona i butanola, u manjim
koli¢inama do etanola

Ksiloza

Ksiloza, celobioza, glukoza

BrZe iskoris¢enje celobioze nego glukoze
Laktoza

Celobioza ukoliko su dodati nutrijenti, glukoza, ksiloza i
arabinoza
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Slika 6: PredloZeni putevi katabolizma ksiloze gljivama [129]

2.7. Melasna dzibra — karakteristike i primena

Dzibra je sporedni proizvod industrije alkohola. Tokom proizvodnje alkohola, sa
svakim proizvedenim litrom etanola generiSe se 10-15 litara dZibre, Ciji sastav zavisi od
polaznog supstrata koji je koriS¢en u proizvodnji, a koji moze biti Secerni (Secerna repa,
SeCerna trska, melasa...), skrobni (kukuruz, kasava...) ili celulozni. [132]. Na primer, u

melasnoj dZibri je sadrzaj organskih materija (koje su u formi organskih kiselina), ali i
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katjona poput kalijuma, kalcijum i magnezijuma, znatno visi nego u dZibri poreklom od

Secerne trske [132].

Do generisanja melasne dzibre dolazi onda kada se kao proizvodni supstrat u
industriji etanola koristi melasa. KarakteriSu je tamnobraon boja koja uglavnom potic¢e od
melanoidina, niska pH vrednost (4,6-5,25), neprijatan miris, kao 1 velika hemijska
potroSnja kiseonika (eng. chemical oxygen demand — COD) koja mozZe iznositi 1 100 g/l
zbog Cega melasna dZibra pripada grupi supstanci sa velikim potencijalom zagadenja
vodenih ekosistema [132, 133]. Melasna dZibra je visoko toksi¢na za Zivotinje, biljke,
mikrobe 1 mikrofloru tekucih voda. Sa njenim ispuStanjem u vodene ekosisteme dolazi do
razmnoZavanja organizama sposobnih da razgraduju organske komponente sadrZane u
melasnoj dzibri, pri ¢emu dolazi do iscrpljivanja kiseonika i1 uginuca vodenih Zivotinja.
Takode, tamna boja blokira sunfevu svetlost i onemoguéava odvijanje fotosinteze
biljkama, dok voda kontaminirana dzibrom viSe ne moZe da se koristi kao izvor pijace
vode. Sa nestankom prirodnih Cistaca i predatora moze doci do Sirenje endemskih bolesti
poput malarije ili amebijaza [132]. Smatra se 1 da bi dZibra mogla da bude jedan od vecih
izvora gasova koji izazivaju efekat staklene baSte. Emisija ovih gasova moze biti rezultat
razgradnje dzZibre tokom transporta ili privremenog skladiStenja [134]. U istraZivanjima
vodenim u Brazilu je uocena poveéana emisija gasova koji izazivaju efekat staklene baste,
posebno diazot monoksida (N>O) nakon primene dZibre na plantazama Secerne trske [132,
135]. Dzibra odloZena na zemljiSte bi mogla da ima genotoksican efekat na beski¢menjake
koji Zive u zemljiStu. Naime, utvrdeno je da kada su jaja nematoda, koje pripadaju
vrstama Meloidogyne javanica 1 M. incognita, bila izloZena uticaju dZibre, smanjena je bila
njihova gustina kao i stopa izleganja mladih jedinki. Takode utvrdena je 1 smanjena stopa

fekunditeta i fertiliteta Zenki muSice Drosophila melanogaster [132, 136].

S obzirom na negativni uticaj na Zivotnu sredinu i na zdravlje ljudi i1 ostalih
organizama, velika paZnja se poklanja pronalaZenju alternativnih na¢ina primene melasne
dzZibre, ali 1 dZibre uopste, kako bi se smanjilo njeno ispustanje u vodu ili odlaganje na
zemljiste. Brojne studije su razmatrale potencijalnu primenu ovog agensa kao fertilizatora
poljoprivrednih kultura, zatim za proizvodnju i gajenje kvasaca, proizvodnju energije
(biogasa), njeno preciS¢avanje pre ispustanja u spoljaSnju sredinu, ili za proizvodnju

enzima lakaze [132].
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Primena dZibre kao fertilizatora useva u kombinaciji sa irigacijom moZe znacajno
da snizi troSkove primene hemijskog dubriva. Proces fertilizacije kombinovan sa
irigacijom se naziva fertirigacija i jedan je od najc¢eSée koriSéenih nacina primene dZibre u
fertilizaciji useva [132]. Medutim, pre primene ove metode potrebno je razmotriti
parametre kao Sto su tip zemljista, udaljenost od vode, kapaciteta zemljiSta (zadrZavanje
vode), udeo soli u zemljiStu i treba biti oprezan pri nanoSenju dZibre na zemljiSte da ne bi
doslo do salinizacije zemljista, spuStanja teSkih metala do podzemnih voda, kao i promene
kvaliteta zemljista, ili do uvecanja fitotoksi¢nosti [132, 137, 138]. Takode, treba voditi
racuna o koncentraciji dZibre koja se koristi u fertilizaciji poljoprivrednih kultura i o
kulturi, jer je utvrdeno da koncentracije otpadne dZibre vece od 2,5% imaju toksi¢an
efekat na "rast, biomasu i primarnu produktivnost" kultura kao Sto su graSak (Pisum
sativum) 1 suncokret (Helianthus annus) [139, 140]. Utvrdeno je i da koncentracija dZibre
veda od 50% inhibira germinaciju semena crnog luka, dok koncentracija oko 10% ima
pozitivan efekat na germinaciju [141]. Negativan efekat dZibre je uocen i kod formiranja i
razvoja nekih cvetnica poput Sida rhombifolia 1 trava poput Brachiaria decumbens, dok u

slucaju Seéerne trske negativni efekti nisu uoceni [132].

Jo§ jedna alternativna upotreba dZibre je proizvodnja biogasa biodigestijom
organskih komponenata dZibre [132]. Proces biodigestije obuhvata acidogenu fazu — u
kojoj hidrolizom organskih komponenti kao Sto su lipidi, ugljeni hidrati i proteini, nastaju
manji molekuli ¢ijom oksidacijom se formiraju kiseline poput siréetne i propionske; i
metanogenu fazu — u kojoj se vrSi konverzija kiselina do metana, ugljen dioksida i
organskih kiselina ili se vr$i dalja redukcija ugljen dioksida do metana pomocu anaerobnih
mikroorganizama. DZibra koja je dobijena nakon biodigestije se dalje moZe Koristiti u

fertilizaciji [132].

Razmatrana je 1 primena melasne dZibre, ali 1 dZibre generalno, u proizvodnji
kvasca. Ova metoda bi mogla da pomogne u reSavanju problema odlaganja otpadne
dzZibre, ali se smatra skupom metodom, jer je potrebno dosta energije za koncentrovanje
dzibre, ali i dodavanje izvora azota i magnezijuma da bi supstrat bio pogodan za rast
kvasca [132].

Mnoge studije su razmatrale i tretman otpadne dZibre pomocu gljiva ili njihovih

enzima [139, 142], kao i primenu melasne dZibre kao supstrata za proizvodnju enzima
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lakaze pomocu gljiva [143]. Melasna dZibra sadrzi tamni pigment melanoidin koji se tesko
razgraduje konvencionalnim metodama tretmana, a tokom anaerobne fermentacije moze
do¢i do uvecanja koli¢ine ovog pigmenta. Ovaj pigment ima antioksidantna svojstva Sto ga
¢ini toksi¢nim za akvati¢ne organizme [139]. Boji melasne dzibre doprinose jos i fenolne
komponente (taninska kiselina i huminska kiselina) koje poticu od koriSéene sirovine,
karamelizovanih Secera nastalih pregrevanjem Selera i1 furfurala formiranih tokom
hidrolize kiselinama [139]. Primena gljiva u predtretmanu je oksidativni proces. Gljive
izazivaci bele truleZi su pokazale prilicno dobre rezultate pri tretmanu otpadne melasne
dzibre. Neke od najceSce istraZivanih vrsta za primenu u tretmanu otpadne melasne dZibre
su Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Coriolus hirsutus, Flavodon flavus
[139]. Gljivama je tretirana otpadna dZibra koncentracije od 6,25% do 12,5% i tom
prilikom je boja redukovana za 70-82%, dok je izolatima poput Coriolus hirsutus (T.
hirsuta) COD smanjen 90%. U redukciji boje su ucestvovali enzimi (biodegradacija) sa
90%, dok je ostalih 10% Ccinila adsorpcija na micelijumu [142]. U eksperimentima sa
marinskom vrstom gljiva Flavodon flavus je uklonjeno 68% policiklicnih aromati¢nih
hidrokarbona (eng. polycyclic aromatic hydrocarbons — PAHs) [142]. Filamentozne gljive
poput vrsta roda Aspergillus takode uspeSno dekolorizuju melasnu dZibru, a uspesSne su i u
redukciji COD. Tako je, na primer, vrstama A. niveus i A. niger postignuta redukcija boje
za 60-69%, dok je COD smanjen za 75-95% [142].

Osim predtretmana ispitivana je i mogucnost primene melasne dZibre kao
supstrata za proizvodnju fungalnih lakaza. Iako retke, ove studije su pokazale da melasna
dZibra uz dodatak odgovarajucih nutrijenata kao §to je urea i uz optimizaciju proizvodnih
uslova moze znacajno doprineti poboljSanju proizvodnje fungalne lakaze [143]. Sun W. 1
sar. [143] su optimizovali kultivacione uslove za proizvodnju lakaze vrstom Coriolus
hirsutus na razblazenoj melasnoj dZibri 1 pokazali da 47% melasna dZibra moZe posluZiti
kao dobar supstrat u proizvodnji enzima lakaza (hemijske karakteristike melasne dZibre

prikazane su u tabeli 7).

Hemijske karakteristike (tabela 7) pokazuju da melasna dzibra poreklom od
SeCerne repe sadrZzi bakar, mangan, fenolne komponente — induktore ligninolitickih
enzima [139, 144-146]. Takode sadrzi masne kiseline — medijatore MnP aktivnosti koji

imaju vaznu ulogu u oksidaciji nefenolnih komponenata lignina — kao i natrijum, kalijum,
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kalcijum, magnezijum, sulfat i druge komponente koje se koriste za pripremu mineralnog

medijuma za rast gljiva i proizvodnju enzima [144, 147].

Tabela 7: Hemijski sastav melasne dZibre poreklom od Secerne repe [144—146]

Koncentracija razlic¢itih komponenata
u melasnoj dzibri — otpadna voda

Komponente poreklom iz destilerija
(gD
pH 4,6-5,25
BOD 15,5-40
TOC 13,02-42.4
Ukupna ¢vrsta materija 70-95
Milecna kiselina 4,49
Glikolna kiselina 2,52
Siréetna kisellina 1,29
Piroglutaminska kiselina 1,12
Izobuterna kiselina 0,92
Buterna kiselina 0,83
Mravlja kiselina 0,82
Propionska kiselina 0,05
Limunska kiselina 0,01
Tartarna kiselina 0,01
Sukcinska kiselina 0,8-0,9
Glicerol 3,08-26
Betain 0,86-20
Inozitol 0,4-0,9
Azot 1,5-4,2
Fosfor 0,290
Kalijum 7,7-10,7
Kalcijum 0,08-03
Magnezijum 0,02-0,03
Sulfat 1,0-1,5
Natrijum 0,7-2,0
Hlor 1,0-4,5
Gvozde 0,258
Bakar 0,0024
Cink 0,0137
Mangan 0,0039
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Zbog hemijskih karakteristika koje ukazuju na to da bi melasna dZibra mogla da
posluzi kao induktor ligninoliti¢ke aktivnosti gljiva, ali i1 ¢injenice da se razblaZzena
melasna dZibra moZe koristiti u proizvodnji lakaza, kao i to da gljive mogu rasti na
melasnoj dZibri 1 proizvoditi enzime ligninolitickog sistema kojima razgraduju melanoidin
i druge organske komponente koje dzibru ¢ine toksi¢nom za vodene organizme, u ovoj
disertaciji je ispitana mogucnost primene ovog agensa kao suplementa za unapredenje
ligninoliticke aktivnosti odabranog izolata gljiva korisenog u tretmanu piljevine bukve,
kako bi se odgovorilo izazovu pronalaZenja jeftine metode unapredenja bioloSkog
predtretmana lignocelulozne biomase, kao i pronalaZenju alternativnog nacina primene

otpadne melasne dZibre.

2.8. Cilj istrazivanja

IstraZivanja izvedena tokom rada na ovoj disertaciji su obuhvatala izolaciju
autohtonih gljiva Srbije sposobnih da razgraduju lignocelulozu, ispitivanje njihove
lignoceluloliti¢ke aktivnosti i selekciju i identifikaciju izolata sa najboljim ligninolitickim i
hidrolitickim karakteristikama. Cilj je bio odabrati izolat sa visokim potencijalom za
primenu u predtretmanu biomase na osnovu ispoljene ligninoliticke 1 hidroliticke
aktivnosti, ispitati i definisati uslove za unapredenje ligninoliticke aktivnosti odabranog
izolata koji bi bili primenljivi u predtretmanu lignoceluloznog otpada radi postizanja
efikasne hidrolize. S tim u vezi je ispitana mogucnost primene melasne dZibre kao

suplementa za unapredenje ligninoliticke aktivnosti, a sa njom i procesa predtretmana.
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Materijali

Odabrani izolati koris¢eni u ovoj disertaciji su Myrmaecium fulvopruinatum F14,
Trametes hirsuta F13 1 Stereum gausapatum F28. Supstrati, podloge, reagensi, supstance

p.a. Cistoce 1 uredaji i servisi koriS¢eni u eksperimentima su navedeni u nastavku.

3.1.1. Agensi za molekularno-bioloSke eksperimente

Direktni prajmer (ITS1: 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’), Sigma-Aldrich,

Nemacka;

Reverzni prajmer (ITS4: 5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), Sigma-Aldrich,

Nemacka;

PCR master miks (2x PCR LongNova-RED Master Mix; DNA GDANSK) Blirt
S.A., Gdansk, Poljska;

3.1.2. Supstrati i podloge
Sladni ekstrakt, Torlak, Beograd, Srbija
Agar, Torlak, Beograd, Srbija
Ekstrakt kavsca, Torlak, Beograd, Srbija
Zelatin, Carl Roth, Nemacka
Mlecna kiselina, Sigma-Aldrich, Merck, Steinheim, Nemacka
Agaroza gel, Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, Kalifornija, Sjedinjene
Americke Drzave
3.1.3. Reagensi, boje i enzimi

Gvajakol, Thermo Fisher Scientific, Fair Lawn, Nju DZersi, Sjedinjene Americke

Drzave;
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a-naftol, Sigma-Aldrich, Nemacka

Azure B, Sigma-Aldrich, Merck, Sent Luis, Montana, Sjedinjene Americke

Drzave;
Fenol crveno, Merck, Darmstadt, Nemacka
Metiloranz, NRK® InZenjering, Srbija
Metilplavo, NRK® InZenjering, Srbija
Karboksimetil celuloza, srednje viskoznosti, Sigma-Aldrich, Nemacka
Ksilan iz bukve, 290% (HPLC), Sigma-Aldrich, Nemacka

Cellic CTec2, Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danska

3.1.4. Supstance p.a. ¢istoce

3, 5 - dinitrosalicilna kiselina (C;HsN,O7), Acros Organics, New Jersey,

Sjedinjene Americke Drzave
Folin (Folin & Ciocalteu’s phenol reagent), Sigma-Aldrich, Nemacka
70% Etanol (C;HsOH), Reahem, Novi Sad, Srbija
96% Etanol (C,HsOH), Reahem, Novi Sad, Srbija

Izopropanol (Cs;HgO), Fisher Chemical, Fisher Scientific, Loughborough,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Hloroform (CHCl;), Fisher Chemical, Fisher Scientific, Loughborough,
Ujedinjeno Kraljevstvo

pB-mercaptoethanol (C,HsOS), Sigma-Aldrich, Nemacka

Etilendiaminotetrasiréetna kiselina — EDTA (CioHisN2Og), Sigma-Aldrich,

Nemacka
Tris baza (C4H;1NO:3), Sigma-Aldrich, Nemacka

Hlorovodoni¢na kiselina (HCIl), Fisher Chemical, Fisher Scientific,

Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo
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Heksadeciltrimetilamonijum-bromid — CTAB (C;sH4BrN), za molekularnu

biologiju, 299 %, Sigma-Aldrich, Nemacka
Dekstroza (C¢H2Og), Torlak, Beograd, Srbija
Mikrokristalna celuloza [(CsH10Os)n], prah, Carl Roth, Nemacka
Karboksimetil celuloza (CMC; srednje viskoznosti), Sigma-Aldrich, Nemacka
Ksilan iz bukve (>90%), Sigma-Aldrich, Nemacka
Amonijum nitrat (NH4sNOs), Centrohem, Beograd, Srbija
Magnezijum sulfat (MgSO.-7H,0O), Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija
Kalcijum hlorid ( CaCl,-2H,0), Centrohem, Beograd, Srbija
Kalijum dihidrogen fosfat (KH,PO.), Centrohem, Beograd, Srbija
Gvozde sulfat (Fe,(SOs)3), Centrohem, Beograd, Srbija
Bakar sulfat (CuSO4-5H,0), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija
Mangan sulfat (MnSO,-H,O), Hemos, Beograd, Srbija
Cink sulfat (ZnSO,-7H,0), Lach-Ner, Neratovice, Republika Ceska
Kobalt hlorid (CoCl,-6H,0), Sigma-Aldrich, Nemacka

Sukcinska (¢ilibarna) kiselina (CsHgO4), Fisher Chemical, Fisher Scientific,

Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo

Natrijum laktat (CsHsNaOs), Fisher Chemical, Fisher Scientific, Loughborough,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Natrijum tartarat (CsHsNa,Os-2H,O), Fisher Chemical, Fisher Scientific,
Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo

Kalijjum-natrijum tartarat (KNaCsH4Osx4H>0), Centrohem, Beograd, Srbija

Tartaricna kiselina (C4HsOs), Fisher Chemical, Fisher Scientific, Loughborough,
Ujedinjeno Kraljevstvo

Natrijum hidroksid (NaOH), Centrohem, Beograd, Srbija
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Natrijum sulfit (Na,SO3), Centrohem, Beograd, Srbija
Natrijum hlorit (NaClO,), Centrohem, Beograd, Srbija

Sumporna kiselina (H,SO,), Zorka Pharma a.d., Sabac, Srbija

3.1.5. Uredaji i servisi

Macrogen servis za sekvenciranje (Macrogen Inc., Amsterdam, the Netherlands);

Banka gena GenBank Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (en.

National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank database);

UV/Vis spektrofotometar (Ultrospec 3300 pro; Amersham Biosciences Ltd,
Little Chalfont, Ujedinjeno Kraljevstvo);

Centrifuga (Z-206-A high capacity, compact centrifuge; HERMLE Labortechnik
GmbH, Wehingen, Nemacka);

Mikrocentrifuga (MiniSpin®, maksimalne brzine 12100xg; Eppendorf,

Hamburg, Nemacka);
Mikroskop (Axio Imager Al, Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka);

PCR uredaj (QB-24 Thermal Cycler, Quanta Biotech Ltd., Bajflit, Ujedinjeno

Kraljevstvo);

Electroforeza (MultiSUB Horizontal Gel Systems, Cleaver Scientific Ltd.,
Rugby, Ujedinjeno Kraljevstvo);

Vorteks (REAX 7000, Heidolph, Nemacka);

Orbitalna vazdusna tresilica (KS 4000i control, IKAR, Werke GmbH & Co. KG,

Nemacka);

Analizator vlakana (behrotest® device for determining Crude Fiber Content,

behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf, Nemacka)

3.1.6. Softver

RStudio verzija 1.2.1335 1 R programski jezik verzija 3.4.4 [148] — koriS¢en u

eksperimentalnom dizajnu 1 statistickoj analizi.
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U istraZivanju su koriS¢eni sledeci softverski paketi:
© R paket FrF2 [149]
© R paket RSM [150]
o paket desirability [151]
o paket GA [152]

© 3D grafici su konstruisani pomocu persp funkcije [148].

3.2. Hranljivi medijumi, puferi i rastvori reagenasa

3.2.1. Hranljivi medijumi

Priprema 1000 ml krompir dekstroznog agara: 200 g oljuStenog krompira se
kuva 30 minuta u 500-600 ml destilovane vode, a zatim se filtrira kroz dvoslojnu gazu. U
filtrat krompira se doda 20 g dekstroze, 15 g agara, podesi se pH na 6,2 i dolije se

destilovana voda do 1000 ml.

Priprema 1000 ml sladnog agara: 20 g sladnog ekstrakta, 18 g agara i destilovana
voda dopunjena do 1000 ml zagreva se na temperaturi kljuanja 20 minuta kako bi se

sladni bujon rastvorio.

Priprema 1000 ml mineralnog agara za pripremu inokuluma za proizvodnju 1 test
ligninolitickih enzima (LBMI): 2 g NH4NO;, 1 g ekstrakta kvasca, 10 g glukoze; 1 g
KH,PO4; 0,5 g MgS0O47H,0; 0,01 g CaCl,-2H,0, 15,0 g agara i destilovana voda do
1000 ml. Pre sterilizacije pH treba podesiti na 5,5.

Priprema 1000 ml mineralnog agara za kvalitativhu analizu ligninoliticke
aktivnosti (LBMA): 1 g KH,PO,, 2,0 g glukoze; 0,5 g NH4NOs; 0,5 g MgSO47H,0;
0,01 g CaCl,-2H,0; 0,01 g ekstrakta kvasca; 0,001 g CuSO4-5H,0; 0,001 g Fex(SO.)s;
0,001 g MnSO4+H,0; 16 g agara i destilovana voda do 1000 ml. Pre sterilizacije pH
podesiti na 5,5. Ova podloga je pripremljena prema protokolu koji je predloZio Pointing

S. [1] uz modifikaciju — umesto amonijum tartarata primenjuje se NHsNOs.

Priprema 1000 mililitara mineralnog medijuma za proizvodnju ligninoliti¢kih

enzima (LBM): 0,5 g NH4NOs; 1,0 g KH,PO4; 0,5 g MgSO4-7H,0, 1,0 g ekstrakt kavsca;
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0,01 g CaCl,-2H:0; 0,05 g CuSOs4 -5H,0; 0,03 g MnSO,4 -H,O; 0,05 g FeSO,4-7H;0;
0,035 g ZnS0O,4-7H,0; 0,02 g CoCl»-6H,0 1 destilovana voda do 1000 ml. Pre sterilizacije
pH podesiti na 5,5. Ova podloga je dobijena modifikacijom podloga koje su predlozili
Pointing S. i Chand P. i sar. [153, 154].

Priprema 1000 ml mineralnog agara za pripremu inokuluma za proizvodnju 1 test
celulolitickih enzima (CBM): 5,0 g NH4NOs; 1,0 ¢ KH2POg4; 0,5 ¢ MgSO4-7H20; 0,1 g
kvasScev ekstrakt; 0,001 g CaCl,-2H,O; 16 g agara 1 destilovana voda do 1000 ml. Za
pripremu inokuluma u medijum se dodaje 2,0 g glukoze. Pre sterilizacije pH podesiti na
5,5. Ova podloga je pripremljena prema protokolu koji je predlozio Pointing S. [153] uz

modifikaciju — umesto amonijum tartarata primenjuje se NH4sNOs.

Priprema 1000 ml Mandals medijuma [154, 155] za proizvodnju hidroliti¢kih
enzima: 0,3g/1 urea; 0,75g/1 pepton; 0,25 g/l kvascev ekstrakt; 1,4 g/l (NH4),SO4; 2,0 g/l
KH>POy; 0,379 g/l CaCl,2H,0; 0,3 g/l MgSO47H,0; 0,005 g/l FeSO47H,0; 0,00118 g/1
MnSO4H,0; 0,0014 g/l ZnSO,7H,0; 0,02 g/l CoCl,'6H,0 i destilovana voda do 1000

ml. Pre sterilizacije pH je podeSen na 5,5.

3.2.2. Puferi

Puferi za testove enzimske aktivnosti

Za 200 ml natrijum-acetatnog pufera koncentracije 10 mmol/l i pH 5 potrebno je
uzeti 7,2 ml stok rastvora siretne kiseline (100 mmol/l) i 12,8 ml stok rastvora natrijum
acetata (100 mmol/l). SmeSu rastvora siretne kiseline 1 natrijum acetata dopuniti

destilovanom vodom do 200 ml i podesiti pH natrijum hidroksidom (2 mol/l).

Za 200 ml natrijum-acetatnog pufera koncentracije 50 mmol/l i pH 5 potrebno je
uzeti 64 ml stok rastvora siretne kiseline (100 mmol/l) 1 36 ml stok rastvora natrijum
acetata (100 mmol/l). SmeSu rastvora siréetne kiseline i natrijum acetata dopuniti

destilovanom vodom do 200 ml 1 podesiti pH natrijum hidroksidom (2 mol/l).

Za 200 ml natrijum laktatnog pufera koncentracije 250 mmol/l i pH vrednosti
4,5 potrebno je uzeti 11,2 ml natrijum laktata 1 2,22 ml mle¢ne kiseline i dopuniti vodom

do 200 ml. Doterati pH natrijum hidroksidom koncentracije 2 mol/l.
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Za 200 ml natrijum sukcinatnog pufera koncentracije 250 mmol/l i pH vrednosti
4,5 potrebno je uzeti 100 ml rastvora sukcinske kiseline koncentracije 0,25 mol/l i

titracijom natrijum hidroksidom koncentracije 5 mol/l podesiti pH.

Za 200 ml natrijum tartaratnog pufera koncentracije 125 mmol/l i pH vrednosti
4,5 potrebno je uzeti 6,6 ml stok rastvora tartaricne kiseline koncentracije 500 mmol/l 1
43,4 ml stok rastvora natrijum tartarata koncentracije 500 mmol/l i dopuniti destilovanom

vodom do 200 ml. Doterati pH natrijum hidroksidom koncentracije 2 mol/l.

Puferi za ekstrakciju DNK molekula

Za pripremu 200 ml Tris-HCI pufera koncentracije 1 mol/l i pH 8.0 potrebno je
2422 g Tris baze, 160 ml destilovane vode, podesiti pH koncentrovanom
hlorovodoni¢nom kiselinom (HCI) i dopuniti vodom do 200 ml. Pufer sterilisati u

autoklavu i Cuvati na sobnoj temperaturi.

Za pripremu 1000 ml dinatrijum etilen diamin tetra acetat dihidrat (EDTA)
pufera koncentracije 0,5 mol/l i pH 8 potrebno je uzeti 186.1 g EDTA i podesiti pH
natrijum hidroksidom. EDTA se rastvara tek pri pH 8 za Sta je potrebno 18-20 g NaOH
na 1000 ml.

Za pripremu 500 ml 1X TE pufera (pH 8) potrebno je uzeti 5 ml Tris-HCl
pufera koncentracije 1 mol/l i 1 ml EDTA koncentracije 0,5 mol/L i dopuniti vodom do
500 ml. 0,1X TE pufer se dobija razblaZzenjem 1X TE pufera destilovanom vodom. Nakon

razblaZenja proveriti pH i doterati prema potrebi, pH mora da bude 8.

Za 200 ml 2X CTAB lizionog pufera potrebno je uzeti 20 ml Tris-HCI pufera
koncentracije 1 mol/l i pH 8.0, 56 ml NaCl koncentracije 5 mol/l, 16 ml EDTA 0.5 mol/l
1 4.0 g CTAB. Neposredno pre upotrebe dodati 0,4 ml S-merkaptoetanola. Pufer je

pripremljen prema receptu koji su dali Gardes i Burns [156]

3.2.3. Rastvori reagenasa

Za pripremu 100 ml rastvora gvajakola koncentracije 2 mmol/l potrebno je

rastvoriti 0,025 g gvajakola u 100 ml destilovane vode.
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Za pripremu 100 ml fenol crvenog koncentracije 0,71 mmol/l potrebno je

rastvoriti 0,02516 g fenol crvenog u 100 ml destilovane vode.

Za pripremu 100 ml azure B koncentracije 0,160 mmol/l potrebno je rastvoriti

0,00489 g boje azure B u 100 ml destilovane vode.

Za pripremu 100 ml mangan sulfata koncentracije 1,25 mmol/l potrebno je

rastvoriti 0,02113 g u 100 ml destilovane vode.

Za pripremu 100 ml Zelatina koncentracije 0,5% (w/v) potrebno rastvoriti 0,5 g

Zelatina u 100 ml destilovane vode.

Za pripremu 100 ml DNS reagensa za test enzimske aktivnosti potrebno je
rastvoriti 1 g DNS-a u 20 ml natrijum hidroksida koncentracije 2 mol/l. Nakon rastvaranja

dodati 30 g kalijum-natrijum tartarata i dopuniti vodom do 100 ml.

Za pripremu 100 ml DNS reagensa za odredivanje redukujucih Secera u supstratu
potrebno je rastvoriti 1 g DNS-a, 0,05 g natrijum sulfita i 1 g natrijum hidroksida u 100

ml destilovane vode.

Za pripremu 100 ml 40%(w/v) rastvora kalijum-natrijum tartarata potrebnog u
postupku odredivanja redukuju¢ih Secera potrebno je 40 g kalijum-natrijum tartarata

rastvoriti u 100 ml destilovane vode.

Za pripremu 100 ml rastvora karboksimetil celuloze koncentracije 1% (w/v)
potrebno je 1 g karboksimetil celuloze rastvoriti u 100 ml natrijum acetatnog pufera

koncentracije 50 mmol/l i pH vrednosti 5.

Za pripremu 100 ml rastvora ksilana koncentracije 1% (w/v) potrebno je 1 g
ksilana rastvoriti u 100 ml natrijum acetatnog pufera koncentracije 50 mmol/l i pH

vrednosti 5.

Za pripremu kompleksnog reagensa koji se koristi pri odredivanju proteina
metodom po Loriju treba pripremiti tri rastvora: rastvor A (2% w/v Na,COs3), rastvor B
(1% wiv CuS0O4-5H,0) i rastvor C (2% w/v Na-K-tartatata) u destilovanoj vodi i pomeSati
ih u odnosu 100:1:1= rastvor A: rastvor B: rastvor C [157].

U pripremi smeSe TaSiro (7ashiro) indikatora koristi se 100 ml vodenog rastvora

metiloranza koncentracije 0,1% i 4 ml vodenog rastvora metil plavo koncentracije 1%.
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3.2.4. Gel za elektroforezu

Za 50 ml agaroza gela za vizuelizaciju PCR proizvoda potrebno je 0,6 g agaroze
rastvoriti u 50 ml TE pufera i zagrevati u mikrotalasnoj rerni 2,5 minuta dok se agaroza u
potpunosti ne rastvori. Tokom zagrevanja na svakih 20 sekundi prekidati zagrevanje i
mesSati kruZznim pokretima do potpunog rastvaranja. Nakon rastvaranja, dodati 1,2 ul
etidijum bromida, promesati, izliti u kadicu za elektroforezu 1 ostaviti 30 minuta da se

ohladi i formira ¢vrst gel.
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3.3. Metode

3.3.1. Izolacija i selekcija gljiva

Izolacija gljiva

Lokalitet na kom su prikupljeni uzorci gljiva nalazi se u okolini grada Leskovca,
na jugu Srbije, i ¢ine ga hrastova Suma, zona bagrema uz hrastovu Sumu kao i okolne

livade i vo¢njaci (slika 7).

Slika 7: Izgled lokaliteta u vreme zimskog (a i b) i prolecnog (c i d) sakupljanja uzoraka
gliiva.

Supstrat sa koga su sakupljeni uzorci €inili su panjevi, oborena stabala i grane,
opalo lisée, ili Ziva stabala biljaka (slika 8). Sakupljanje gljiva je vrSeno dva puta — u
januaru i junu 2014. godine. Karakteristike lokaliteta u vreme prikupljanja uzoraka su
date u Tabeli 8.
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Tabela 8: Karakteristike lokaliteta u vreme prikupljanja gljiva

Karakteristike lokaliteta

Sezona u kojoj su prikupljene gljive

6. januar 2014. godine 5. jun 2014. godine

Lokalitet
GPS koordinate

Nadmorska visina
Sezona

Temperatura vazduha u
vreme prikupljanja gljiva

Okolina Leskovca, Srbija Okolina Leskovca, Srbija

N 43°4'0.871" N 43°4'0.871"
E 21°54'6.056" E 21°54'6.056"
325m 325m

Zima Prolece

12-16 °C 25-28 °C

Slika 8: Izgled supstrata sa kog su prikupljeni uzorci gljiva a) kora drveta, b) oboreno deblo

obraslo mahovinom i gljivama, c) opalo lisce, d) oborene grane.
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Kulture gljiva su izolovane iz plodonosnog tela primenom povrSinske sterilizacije
[158, 159]. Postupak je slede¢i: nakon dezinfekcije povrSine plodonosnog tela 70%
alkoholom, povrSinski sloj plodonosnog tela se ukloni i iz unutraSnjosti plodonosnog tela
se izdvoji komad veli¢ine nekoliko milimetara do 1 cm i prenese na sladni ili krompir
dekstrozni agar prethodno razliven u Petri Solji. Nakon formiranja micelijuma, vrsi se
presejavanje kulture tako Sto se sa ivice kulture odseca agarni disk (komad micelijuma
koji je rastao na agaru, zbog jednostavnosti se naziva agarnim diskom) prec¢nika do 10
mm 1 prenosi na svezu podlogu. Presejavanje kulture se ponavlja na 3-7 dana sve do
uspostavljanja potpuno Ciste kulture. Cista kultura se skladisti i ¢uva u mraku, na
temperaturi 4 °C 1 presejava na svezu agarnu podlogu svakih 6 meseci. Aktivna kultura,
koja ¢e se koristiti u eksperimentima, se odrZava presejavanjem na sveZu podlogu svake 2-

3 nedelje, kako bi bila spremna za trenutno koris¢enje.

Selekcija izolata

U selekciji izolata su primenjivane kvalitativne 1 kvantitativne metode detekcije
lakazne, mangan peroksidazne, lignin peroksidazne, karboksimetil celulazne i ksilanazne
aktivnosti. Kvalitativna analiza je sprovedena na mineralnom agaru za proizvodnju
ligninolitickih enzima (LBM) ili za proizvodnju hidrolitickih enzima (CBM) sa dodatim
odgovaraju¢im reagensom za detekciju aktivnosti. Kvantitativno je proveravana lakazna,
lignin peroksidazna i celulazna sposobnost izolovanih gljiva. Kvantitativna analiza je
podrazumevala primenu enzimskih eseja za merenje ligninoliti¢ke aktivnosti (lakazne,
mangan peroksidazne ili lignin peroksidazne) i hidroliticke aktivnosti (karboksimetil
celulazne 1 ksilanazne). Inokulum koris¢en u ovim analizama je pripreman na mineralnim

podlogama LBM i CBM (poglavlje 3.2.1).

3.3.2. Priprema inokuluma

U zavisnosti od tipa enzima koji ¢e se proizvoditi (ligninoliticki ili hidroliticki)
inokulum je pripreman na LBMI ili CBM agarnoj podlozi (poglavlje 3.2.1). Priprema
inokuluma je podrazumevala sledece: sterilno prenoSenje agarnog diska precnika 10 mm
na odgovaraju¢i mineralni agar i1 inkubiranje u mraku, 7 dana, na 30 °C. Nakon
inkubacije, inokulacija odgovarajuceg lignoceluloznog supstrata je vrSena u sterilnim

uslovima odgovaraju¢im brojem agarnih diskova pre¢nika 10 mm. Inokulacija agarne
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podloge u kvalitativnim esejima je vrSena sterilnim prenoSenjem jednog diska pre¢nika 10
mm na sredinu agarne podloge. Broj inokulacionih diskova zavisio je od faze istraZivanja
kao Sto je prikazano u Tabeli 9. Inkubacija inokulisanog lignoceluloznog supstrata je

trajala 7-35 dana, zavisno od faze istraZivanja.

Tabela 9: Velicina inokuluma koriséena u razlicitim fazama istraZivanja

Faza istraZivanja Broj diskova
Kvalitativna analiza 1
(selekcija izolata)
Kvantitativna analiza — ligninoliti¢ki enzimi 6
(selekcija izolata)
Kvantitativna analiza — hidroliti¢ki enzimi 4
(selekcija izolata)
Kvantitativna analiza — hidroliticki enzimi 1
(ispitivanje hidrolitickog potencijala)
Kvantitativna analiza — ligninoliti¢ki enzimi 6
(ispitivanje ligninolitickog potencijala)
Kvantitativna analiza — ligninoliticki i hidroliticki 3.6
enzimi (melasna dZibra, optimizacija)
Kvantitativna analiza — ligninoliti¢ki enzimi 3

(melasna dZibra, predtretman)

3.3.3. Kultivacioni uslovi proizvodnje enzima

U selekciji odgovarajuéih izolata je koriS¢ena piljevina bukve i mineralni
medijumi LBMI 1 Mandals medijum (poglavlje 3.2.1) u kultivaciji na ¢vrstoj podlozi
(SSF) i1 u te¢nom medijumu (SF). U SSF kultivaciji je koriS¢eno 5 g lignoceluloznog
supstrata 1 9 ml odgovarajueg mineralnog medijuma (70% vlaznosti supstrata), u SF
kultivaciji je koriSéeno 3 g lignoceluloznog supstrata i 50 ml odgovaraju¢eg mineralnog
medijuma. Inokulisan supstrat je inkubiran 7 dana u stati¢kim uslovima u mraku na 30

°C, nakon Cega je izvrSena ekstrakcija enzima i test aktivnosti.

U ispitivanju hidrolitickog potencijala izolata koriSéeni su enzimski ekstrakti
proizvedeni SSF kultivacijom na piljevini bukve kojoj je dodat Mandals medijum

(poglavlje 3.2.1). Odgovarajuéom zapreminom Mandals medijuma je podeSena vlaZnost
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supstrata na 70%. Tako pripremljen supstrat je sterilisan u autoklavu, nakon cega je

inokulisan i inkubiran sedam dana, u mraku na 30 °C.

U ispitivanju moguénosti primene i uslova primene odabranih izolata u tretmanu
lignoceluloznog supstrata koriSéena je piljevina bukve i mineralni medijum LBM
(poglavlje 3.2.1), u SSF 1 SF kultivaciji, ili destilovana voda. U SSF kultivaciji je
koriSéeno 5 g piljevine bukve. VlaZnost supstrata podeSena pomoéu LBM i destilovane
vode na 68% 1 75%. Vreme ispoljavanja odredenih enzimskih aktivnosti je ispitivano
nakon 3, 5, 7 1 10 dana. Inokulisan supstrat je inkubiran u mraku na 30 °C u stati¢kim

uslovima.

U optimizaciji uslova predtretmana, kao suplement je koriS¢ena melasna dZibra
poreklom od Secerne repe. Inkubacija je trajala 7 dana. U predtretmanu pod optimalnim
uslovima inkubacija je trajala 7, 18 i 35 dana, nakon Cega je izvrSena ekstrakcija enzima i

test aktivnosti (viSe detalja u poglavlju 3.7).

3.3.4. Ekstrakcija enzima

U testovima sprovedenim radi selekcije odgovarajuéih izolata, za ekstrakciju
ligninolitickih enzima proizvedenih SSF kultivacijom koriS¢eno je 50 ml destilovane vode,
dok je za ekstrakciju hidroliti¢kih enzima koriS¢en 0.05 M natrijum-acetatni pufer pH 5
(poglavlje 3.2.2). Odnos biomase na kojoj su proizvedeni enzimi i ekstrakcionog pufera ili

vode je bio 1:10 (masa supstrata : zapremina ekstrakcionog pufera).

U testovima hidroliti¢kog potencijala ekstrakt je bio acetatni pufer. U testovima
ligninolitickog potencijala, kao i u procesu statisti¢ke optimizacije, ekstrakcija enzima je

vr$ena destilovanom vodom.

Voda odnosno pufer je dodat u Erlenmajer, nakon ¢ega je Sejkiran 30 minuta na
220 rpm 1 30 °C. Tec¢na faza je odvojena od Cvrste filtriranjem kroz Whatman no. 1 filter
papir, zatim centrifugirana na 4185xg 1 252 °C pomocu Z-206-A high capacity
kompaktne centrifuge. Nakon centrifugiranja supernatant je jo$ jednom profiltriran kao bi
se uklonile sve potencijalne necistoe koje mogu remetiti merenje enzimske aktivnosti. Na

isti nacin je izvrSeno odvajanje enzima nakon SF kultivacije.
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Enzimski ekstrakti su ¢uvani na 4 °C do primene u esejima. Enzimski testovi su

sprovedeni unutar 24 h od ekstrakcije.

3.3.5. Enzimska analiza

Kvalitativna analiza

U kvalitativnoj analizi su ispitivane lakazna, lignin peroksidazna i celulazna
aktivnost. Test enzimskih aktivnosti je vrSen na agarnoj podlozi. Lakazna aktivnost je
ispitivana na mineralnom agaru LBMA (sastav podloge je predstavljen u poglavlju 3.2.1)
koji je sadrzao 0,005% (w/v) a-naftola ili 0,05% (w/v) gvajakola [153]. Lignin
peroksidazna aktivnost je testirana pomocu boje azure B dodate u LBMA. Mineralna
podloga je sadrzala 0,01% (w/v) boje azure B [153]. Potvrda lakazne aktivnosti je pojava
plave do crne boje oko kulture na agaru koji sadrzZi a-naftol, ili pojava narandZasto-crvene
do braon boje na agaru koji sadrzi gvajakol. Potvrda lignin-peroksidazne aktivnosti je

obezbojenje povrSine agara koji sadrzi azure B ispod i/ili oko kulture.

U kvalitativnoj analizi celulazne aktivnosti koriS¢ena je mikrokristalna celuloza u
mineralnom agaru CBM [153]. Pojava bistrih zona na mutnom agaru je potvrda celulazne

aktivnosti izolovanih gljiva.

Kvantitativna analiza

U kvantitativnoj analizi su ispitivane lakazna, mangan peroksidazna, lignin

peroksidazna, karboksimetil celulazna i ksilanazna aktivnost.

Lakazna aktivnost je odredivana testom oksidacije gvajakola [160]. U testu su
koriS¢eni natrijum-acetatni pufer molske koncentracije 10 mmol/l i pH vrednosti 5,
rastvor gvajakola koncentracije 2 mmol/l 1 enzimski ekstrakti. Procedura odredivanja
lakazne aktivnosti podrazumeva pripremu 5 ml reakcione smeSe i 5 ml kontrole.
Reakciona smeSa sadrzi 3 ml acetatnog pufera, 1 ml rastvora gvajakola i 1 ml enzimskog
ekstrakta. Kontrola sadrzi 3 ml pufera, 1 ml destilovane vode i 1 ml enzimskog ekstrakta.
Pripremljena kontrola i reakciona smeSa se inkubiraju 30 minuta na 30 °C. Porast
koncentracija oksidovanog gvajakola se odreduje na spektrofotometru na talasnoj duzini
470 nm. Koeficijent apsorptivnosti oksidovanog gvajakola iznosi €470 nm =6,74 1/(mmol-cm)
[161].
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Mangan peroksidazna aktivnost je odredivana testom oksidacije fenol crvenog
[162, 163]. U testu su koriS¢eni natrijum laktatni pufer koncentracije 250 mmol/l i pH
vrednosti 4,5, natrijum sukcinatni pufer koncentracije 250 mmol/l i pH vrednosti 4,5,
fenol crveno koncentracije 0,71 mmol/l, mangan sulfat koncentracije 1,25 mmol/l, Zelatin
koncentracije 0,5 %, vodonik peroksid koncentracije 0,62 mmol/l i enzimski ekstrakti.
Procedura odredivanja mangan peroksidazne aktivnosti podrazumeva pripremu reakcione
smeSe 1 dve kontrole. Reakciona smeSa (test) zapremine 5 ml sadrzi 1 ml natrijum
sukcinatnog pufera, 0,7 ml fenol crvenog, 0,4 ml mangan sulfata, 1 ml natrijum laktatnog
pufera, 1 ml Zelatina, 0,4 ml vodonik peroksida, 0,5 ml enzimskog ekstrakta. Kontrola
jedan (I) umesto mangana sadrZi destilovanu vodu, kontrola dva (II) umesto mangana i
vodonik peroksida sadrzi destilovanu vodu. Reakcija zapocinje dodavanjem vodonik
peroksida. Inkubacija traje 5 minuta na 30 °C, nakon Cega se reakcija zaustavlja
dodavanjem 200 wl natrijum hidroksida koncentracije 5 mol/l. Nakon zaustavljanja
reakcije odreduje se razlika u apsorbanci u odnosu na referentnu kivetu (reakciona smeSa
bez vodonik peroksida i sa inaktiviranim enzimom). Porast apsorbance se odreduje na
spektrofotometru na 610 nm talasne duZine. Pri izraCunavanju aktivnosti mangan zavisnih
peroksidaza potrebno je od apsorbance testa oduzeti apsorbancu kontrole I, a pri
izraCunavanju aktivnosti verzatilnih (hibridnih) peroksidaza potrebno je od apsorbance
kontrole I oduzeti apsorbancu kontrole II. Koeficijent apsorptivnosti oksidovanog fenol

CIrvenog je €e10nm= 22 I/(mmol-cm) [164].

Lignin peroksidazna aktivnost je odredivana testom oksidacije azure B [165,
166]. U testu se koristi natrijum tartaratni pufer koncentracije 125 mmol/l, azure B
koncentracije 0,160 mmol/l, vodonik peroksid koncentracije 2 mmol/l 1 enzimski ekstrakt.
Reakciona smeSa zapremine 2,5 ml sadrzi 1 ml natrijum tartaratnog pufera, 0,5 ml azure
B, 0,5 ml enzimskog ekstrakta 1 0,5 ml vodonik peroksida. Reakcija pocinje dodavanjem
vodonik peroksida i traje 5 minuta. Promena apsorbance se odreduje na 651 nm. Pad
apsorbance je indikator lignin peroksidazne aktivnosti. Molarni apsorpcioni koeficijent

oksidovanog azure B je €es1 nm= 48,8 1/(mmol-cm) [165].

Celulazna 1 ksilanazna aktivnost su odredivane izmenjenom DNS metodom po
Mileru [167]. U enzimskom testu su koriS¢eni acetatni pufer koncentracije 50 mmol/l i
pH vrednosti 5, rastvor CMC ili ksilana koncentracije 1 %, enzimski ekstrakt 1 DNS

pripremljen prema receptu za odredivanje enzimske aktivnosti (poglavlje 3.2.3).
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Procedura odredivanja enzimske aktivnosti je sledeci: reakciona smeSa, enzimska kontrola
1 supstrat kontrola se inkubiraju 30 minuta na 50 °C. Nakon inkubacije dodaje se 1 ml
DNS reagensa u svaku od epruveta i inkubira 100 °C, a zatim ohladi do sobne
temperature i doda 4 ml destilovane vode u svaku od epruveta. Apsorbanca se odreduje na
540 nm na spektrofotometru. Od apsorbance reakcione smese se oduzima apsorbanca
enzimske kontrole i1 kontrole supstrata. Koncentracija oslobodenog Sedera tokom
inkubacije se odreduje na osnovu standardne prave glukoze i ksiloze (slika 9). Reakciona
smeSa zapremine 1ml sadrzi 0,5 ml rastvora CMC/ksilana i 0,5 ml enzimskog ekstrakta.
Enzimska kontrola zapremine 1 ml sadrZzi 0,5 ml acetatnog pufera i 0,5 ml enzimskog
ekstrakta. Supstrat kontrola sadrzi 0,5 ml acetatnog pufera i 0,5 ml supstrata
CMC/ksilana.

15- Y=3,53:X-0,0558, Y=5,909-X+0,0219,

R2=0,995

R2=0,999

N

Apsorbanca
5
Apsorbanca

0.5-

01 02 03 04 05 01 02 03 04 05
(a) Koncentracija glukoze (mg/ml) (b) Koncentracija ksiloze (mg/ml)

Slika 9: Standardna prava a) glukoze koriséena pri izracunavanju celulazne aktivnosti i b)

ksiloze koriscena za izracunavanje ksilanazne aktivnosti.

Test celulazne aktivnosti pomocu filter papira (FPU) je izvoden prema malo
izmenjenom protokolu koji je predlozio Ghose T. K. [168]. Metoda se izvodi na sledeci
nacin: 1 ml natrijum acetatnog pufera koncentracije 50 ml/mol (Protokol 3.2.2), 0,5 ml
enzimskih ekstrakata i 1 traka filter papira (1X6 cm) se doda u epruvetu i inkubira 60
minuta na 50 °C. U isto vreme treba pripremiti i kontrolu (1,5 ml natrijum acetatnog
pufera i traka filter papira), koja koja se takode inkubirana 60 minuta na 50 °C. Nakon
inkubacije treba dodati 1,5 ml DNS reagensa i inkubirati 5 minuta na 100 °C, a zatim
ohladiti do sobne temperature i dodati 4 ml destilovane vode. Apsorbancu meriti na

spektrofotometru na 540 nm u odnosu na referencu (1,5 ml pufera i 1,5 ml DNS).
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Koncentracija oslobodene glukoze je utvrdena pomocu standardne prave, a aktivnost je

predstavljena brojem FP jedinica (FPU).

3.3.6. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana metodom po Loriju (Lowry) [157]. Kao
standard je koriS€en govedi serum albumin, a koncentracija proteina je odredena pomocu
standardne prave (slika 10). Postupak se sastoji u slede¢em: u 0,1 ml uzorka ili standarda
treba dodati 0,1 ml 2 N rastvora NaOH nakon cega se vr$i hidrolitacija 10 minuta
zagrevanjem na 100 °C. Nakon hidrolizacije treba ohladiti hidrolizat do sobne
temperature, a zatim dodati 1 ml kompleksnog reagensa (priprema reagensa je data u
poglavlju 3.2.3) i ostaviti 10 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega treba dodati 0,1 ml
1 N rastvora Folin reagensa, vorteksirati i ostaviti da stoji 30-60 minuta na sobnoj
temperaturi (ne treba da stoji duZze od 60 minuta, u eksperimentima izvodenim tokom

rada na ovoj disertaciji trajanje ovog koraka je bilo 45 minuta).

1.00 -

Y=0,000945-X-0,00305,
Y=0,00047-X+0,0405, R?=0,994

R2=0,993

0.75-

0.10-
0.50 -

Apsorbanca
Apsorbanca

0.05-
0.25-

500 1000 1500 2000 50 100 150 200
(a) Koncentracija proteina (mg/ml) (b) Koncentracija proteina (mg/ml)

Slika 10: Standardna prava za odredivanje koncentracije proteine prema Lorijevoj metodi:

a) vise koncentracije proteina — 550 nm i b) niZe koncentracije proteina — 750 nm.

Koli¢ina proteina proizvedenog po jedinici suve mase supstrata je izracunata

pomocu formule 4:

w,=(y'V,)/im, 4)
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gde je w, masa proteina po jedinici mase supstrata (mg/g), y je koncentracija

m

proteina dobijena Lorijevom metodom (mg/ml), V je ukupna zapremina

ex

ekstrahovanih enzima (ml), a m_ je suva masa supstrata (g).

3.3.7. Izracunavanje enzimske aktivnosti

Enzimska aktivnost je izracunata primenom Lamber-Berovog zakona [169]. U

izraCunavanju ligninoliti¢kih aktivnosti je koriS¢ena jednacina (5):

EA=2AY p
tevd (5)

gde je EA enzimska aktivnost (U/ml), AA promena apsorbance, V je zapremina
reakcione smeSe (ml), ¢t je vreme inkubacije (min), & je molarni apsorpcioni
koeficijent [lI/(mmol-cm)], v zapremina enzimskog ekstrakta (ml), d Sirina kivete —
put koji svetlost prolazi u kiveti (I cm), D razblaZzenje enzima. Jedna jedinica (U)
ligninolitickog enzima je definisana kao koli¢ina enzima koja katalizuje oksidaciju 1 umol

supstrata za 1 minut ( wmol/min).

U izraCunavanju proizvodnje enzima po jedinici suve mase supstrata koriS¢ena je

formula 6:

m; (6)

gde je EAM aktivnost enzima prema jedinici mase supstrata (U/g), FEA enzimska
aktivnost (U/ml), V, ukupna zapremina ekstrahovanih enzima (ml), m, suva masa

ex N

supstrata (g).
U izracunavanju specifi¢ne enzimske aktivnosti koriS¢ena je formula 7:

SEA:%
Y

(7)

gde je SEA specificna aktivnost po jedinici mase proteina (U/mg), EA enzimska

aktivnost (U/ml), y koncentracija proteina (U/ml).
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U izraunavanju hidrolitickih aktivnosti koris¢eni su standardna prava (jednacina
prave 8) i molarna masa glukoze odnosno ksiloze. Aktivnost hidrolitickih enzima je

odredena pomocu jednacine (9).

y=A-x+B
(8)
EA=————D ©)

Clanovi u jedna¢inama (8) 1 (9) su EA - enzimska aktivnost (U/ml), y - apsorbanca,
X — koncentracija Secera glukoze odnosno ksiloze (mg/ml), A - nagib prave, B -
presek na y-osi, M — molarna masa Secera (glukoze — 0,180156 mg/wmol odnosno
molarna masa ksiloze — 0,15013 mg/umol), V ukupna zapremina reakcione smese (ml),
v —zapremina enzima (ml), t — vreme inkubacije (min), d Sirina kivete — put koji

svetlost prolazi u kiveti (1 cm), D - razblaZenje enzima.
U izracunavanju FPU jedinica (formula 10) koriS¢ena je metoda koju je

predlozio Ghose T. K. [168]:

0,37
= : l
FPU Koncentracija enzimakoja oslobada 2,0 mg glukoze Uim (10)

Koncentracija enzima koja oslobada 2,0 mg glukoze koja se Kkoristi u

izraCunavanju FPU je obrnuto proporcionalna razblaZzenju enzima (formula 11) [168]:

1 _ zapremina enzima u razblaZzenomrastvoru
razblaZenje ukupna zapremina razblaZenog rastvora (11)

Koncenztracija=

U izracunavanju CMCU jedinica (jednacina ) takode je koriS¢ena metoda koju
je predlozio Ghose T. K. [168]:

0,185

MCU = l
cMcy Koncentracija enzimakoja oslobada 0,5 mg glukoze Ulm (12)

Koncentracija enzima koja oslobada 0,5 mg glukoze se odreduje prema formuli
12 [168].
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3.3.8. DNK izolacija

DNK je izolovana iz sveZih uzoraka gljiva koji su bili u eksponencijalnoj fazi
rasta [170]. Uzorci su pripremljeni na mineralnom agaru i u bujonu istog sastava kao
CBM (sastav medijuma je dat u poglavlju 3.2.1). Delovi micelijuma veli¢ine 2,5-3 mm su
uzeti sa 7 dana stare kulture gajene na CBM agaru, ociS¢eni od agara i sterilno preneti u
ependorf kivete u kojima je bilo 700 ul CBM bujona. Uzorci su inkubirani 3 dana u
mraku na 30 °C. Pre ekstrakcije DNK izvrSeno je peletiranje uzoraka mikrocentrifugom
na 252 °C 1 4313xg koje je trajalo 3 minuta, nakon ¢ega je uklonjen mineralni medijum.
Ovaj korak je ponovljen dva puta, nakon ¢ega je dodato 500 uL 0,1x TE (Tris-EDTA)
pufera ¢ija je pH 8 (poglavlje 3.2.2). Uzorci su vorteksirani u prekidima 3-5 puta, a zatim
je 1zvrSeno peletiranje mikrocentrifugom na 4313xg da bi se osiguralo ispiranje uzoraka

od zaostalog mineralnog medijuma. Ovaj korak je ponovljen dva puta, u prvom koraku

centrifugiranje je trajalo 5 minuta, u drugom 3 minuta.

U izolaciji DNK je kori$éena delimi¢no modifikovana metoda koju su predloZili
Gardes 1 Bruns [156]. Uzorci ociS¢eni od mineralnog medijuma su resuspendovani u 2X
CTAB lizionom puferu (poglavlje 3.2.2). Dodato je 300 ul CTAB lizionog pufera u
ependorf kivete sa uzorcima, nakon Cega su uzorci vorteksirani 3-5 puta, a zatim su
usledila 3 ciklusa smrzavanja na -20 °C i zagrevanja na 65 °C. Svaki ciklus je obuhvatao
15 minuta smrzavanja u zamrzivacu i 15 minuta zagrevanja u termosejkeru. Svrha ovih
ciklusa je da olakSaju razbijanje Celijskog zida [156]. Nakon ciklusa zamrzavanja i
zagrevanja sledi gnjeCenje (mrvljenje, usitnjavanje) sterilnim staklenim Stapi¢ima 30

sekundi, nakon ¢ega su uzorci zagrevani 45 minuta na 65 °C.

Kada je zavrSena faza razbijanja Celijskog zida i Celije izvrSeno je preciS€avanje
DNK molekula hloroformom. U kivete sa uzorcima je dodato po 300 wl hloroforma,
nakon c¢ega su uzorci vorteksirani sa prekidima 10-15 puta, a zatim centrifugirani 15
minuta na 6720xg kako bi se istaloZili proteini i ostale necistoce. Nakon toga je vodena
faza sa DNK molekulom preneta sterilno u novu kivetu i izvrSena je precipitacija ledenim
izopropanolom 10 minuta na 4 °C, a zatim peletiranje 10 minuta maksimalnom brzinom
mikrocentrifuge od 7000xg na sobnoj temperaturi. Nakon precipitacije uklonjen je
supernatant a pelet je ispran ledenim 70% etanolom, susen 15 minuta na 37 °C i

resuspendovan u 0.1 X TE puferu.
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3.3.9. PCR amplifikacija ITS sekvenci

Pre PCR amplifikacije DNK uzorci su razblaZeni u ultracistoj destilovanoj vodi.
Na PCR-u je umnoZen region internog transkripcionog spejsera (ITS) ribozomalne DNK.
U postupku su kori$éeni ekstrahovana DNK koja je sluZila kao obrazac za umnoZavanje 1
set prajmera ITS1/ITS4 (poglavlje 3.1.1). Reakciona smesa zapremine 50 pl je sadrzala 1
ul DNK uzorka, 1 ul ITS1 prajmera koncentracije 10 pwmol/l, 1 ul ITS4 prajmera
koncentracije 10 wumol/l, 25 ul 2x PCR LongNova-RED master miksa i 22 pl ultradiste
destilovane vode. Postupak je bio slededi: inicijalna denaturacija je tekla 15 minuta na 95
°C, zatim je sledilo 30 ciklusa denaturacije (30 s na 95 °C), nakon toga korak
hibridizacije (30 s na 55 °C), korak elongacije (90 s na 72 °C) i na kraju finalna ekstenzija
S min na 72 °C.

3.3.10. Gel elektroforeza

PCR proizvodi su ispitani na gel elektroforezi; etidijum bromid je koriS¢en za
vizuelizaciju DNK proizvoda. PCR proizvodi su pripremljeni za analizu na agaroza gel
elektroforezi meSanjem 1 pl boje 6XLD i 5 ul PCR proizvoda rastvorenog u 0,1X TE
puferu, a zatim dodati u bunarcice gela potopljenog u TE puferu. Nakon toga je kroz
sistem puStena jednosmerna struja jac¢ine 90 V da tece 55 minuta, nakon cega je na UV

lampi provereno prisustvo proizvoda.

3.3.11. Sekvenciranje i identifikacija

Sekvenciranje PCR produkata je izvr§io Macrogen servis za sekvenciranje.
Dobijene sekvence su uporedene sa GenBank bankom gena Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (NCBI) [171, 172]. Filogenetska analiza je uradena pomocu

MEGA 5 softvera [173].
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3.4. Hidroliza

3.4.1. Ispitivanje hidrolitickog potencijala izolata

Hidroliticki potencijal izolata je ispitivan u postupku hidrolize otpadnog
celuloznog supstrata (starih novina) enzimskim ekstraktima. Novine su ise¢ene na komade
I X1 cm. Lignocelulozni supstrat u odnosu na zapreminu enzimskih ekstrakata je ¢inio
6%, 8% 1 10%, tj. u 100 ml enzimskih ekstrakata dodato je, redom, 6 g, 8g i 10 g listica
novina. Hidroliza je tekla 72 h, na 50 °C 1 150 rpm na orbitalnoj vazdusSnoj tresilici.
Koncentracija oslobodenih Secera je odredena DNS modifikovanom metodom po Mileru

[167] objasnjenom u poglavlju 3.4.3.

3.4.2. Hidroliza predtretiranog supstrata

U hidrolizi lignoceluloznog supstrata tretiranog gljivama je kori§éen komercijalni
enzim Cellic CTec2. 1 g predtretiranog ili netretiranog supstrata je hidrolizovan
komercijalnim enzimom. Doziranje supstrata je bilo 10% (w supstrata/v pufera). Koris¢en
je 0,05 mol/l natrijum acetatni pufer (pH 5). Doziranje enzima je bilo 1,5% (w enzima/w
supstrata). Hidroliza je trajala 48 h na orbitalnoj vazduSnoj tresilici pri 150 rpm i
temperaturi inkubacije 50 °C; uzorci su uzimani nakon 1 h, 4h, 24 h 1 48 h. Koncentracija
oslobodenih Secera je odredena DNS modifikovanom metodom po Mileru [167]

objasnjenom u poglavlju 3.4.3.

3.4.3. Odredivanje koncentracije Secera oslobodenog hidrolizom

Koncentracija Secera oslobodena hidrolizom je utvrdena DNS modifikovanom
metodom po Mileru [167], koja se izvodi na sledeéi nain: u epruvetu dodati 3 ml
razblazenog SeCera 1 3 ml DNS 1 zagrevati 15 minuta na 90 °C. Nakon toga dodati 1 ml
40% kalijum-natrijum tartarata, promeSati, a onda ohladiti do sobne temperature.
Apsorbanca je merena na 505 nm na spektrofotometru, a koncentracija SeCera je

odredena pomocu standardne krive Secera (slika 11)
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Slika 11: Standardna prava glukoze koriscena pri izracunavanju koncentracije oslobodenih

secera tokom hidrolize.

3.5. Analiza supstrata

3.5.1. Odredivanje suve mase supstrata

Ukupna suva masa supstrata je odredena prema NREL/TP-510-42621 protokolu
[174]. Postupak je sledeéi: vegeglas posude, pre dodatka uzoraka biomase, suSiti 4h na
105£3 °C do konstantne mase. Nakon toga, dodati 1 g supstrata i izmeriti masu na
analitickoj vagi, a zatim prebaciti u suSnicu na 1053 °C i suSiti do konstantne mase.

Udeo suve mase je izracunat pomocu formule 13:

(My=M,) 0095

SuveMase =
M (13)

gde je SuveMase udeo suve mase u supstratu (%), M, masa supstrata nakon susenja
1 posude u kojoj se supstrat nalazi (g), M, masa posude u kojoj se supstrat nalazi (g),

M, masa supstrata pre susSenja (g).

3.5.2. Odredivanje ekstrakata

Ekstrakti su odredeni Sokshlet metodom prema protokolu NREL/TP-510-42619
[175]. U ekstrakciji je koriScena destilovana voda za ekstrakte rastvorne u vodi (proces je

trajao 6 h), a zatim smeSa etanola i acetona (odnos etanol:aceton=1:2) za ekstrakte
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rastvorne u organskim rastvaracima (proces je trajao 6 h takode). Vakuum uparivadem je
uklonjen viSak tecnosti i izmerena je masa ekstrakata. Udeo ekstrakata u ukupnoj suvoj
masi supstrata je odreden pomocu formule 14 koja je predloZena u protokolu NREL/TP-

510-42619 [175].

M,—M,
Ekstr=—2—2
ODS (14)

U formuli 14 Ekstr je udeo ekstrakata u suvoj masi supstrata (%), M, je
masa ekstrakata i suda u kom se ekstrakti nalaze (g), M, masa suda u kom se nalaze

ekstrakti (g) i ODS suva masa supstrata (g).

3.5.3. Odredivanje lignina

Lignin nerastvoran u kiselinama 1 lignin rastvoran u kiselinama su odredeni
prema LAP-003 i LAP-004 protokolima, pri ¢emu je koriS¢en 1 analizator vlakana [176,
177]. Postupak odredivanja Klasonovog lignina je slede¢i: u 1 g suve mase
lignoceluloznog supstrata treba dodati 15 ml 72% H.SO, ohladene u frizideru na 4 °C i
pomesSati sa uzorkom do njegovog potpunog natapanja kiselinom. Postupak hidrolize
supstrata u koncentrovanoj kiselini te¢e 2 h na 20 °C uz meSanje na svakih 15 minuta
staklenim Stapi¢em. Nakon isteka dva sata hidrolize u koncentrovanoj kiselini, uzorak
treba prebaciti u 560 ml dejonizovane vode (koncentracija kiseline treba dosti¢i 3%) 1
zagrevati do blagog kljucanja u trajanju od 4 h uz odrZavanje zapremine dodavanjem
vruée vode prema potrebi. Nakon toga, uzorak filtrirati 1 izmeriti masu filtrata za dalje
odredivanje lignina rastvornog u kiselinama, a talog suSiti na 105£3 °C do konstantne
mase, nakon ¢ega ga treba prebaciti u pe€ za spaljivanje gde temperaturu treba povecavati
za 10 °C svakog minuta do dostizanja temperature od 575 £ 25 °C. Uzorak treba Zariti na
575 £ 25 °C minimum 3 h. Udeo lignina nerastvornog u kiselinama treba izracunati
pomocu formule 15 koja je predloZzena u LAP-003 protokolu [176]:
_ M,—M,
T
'T

AIL 100

ar

M

(15)

prep
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gde je AIL udeo lignina nerastvornog u kiselinama (%); M, inicijalna masa uzorka
(g); M, masa posude sa uzorkom, masa lignina nerastvornog u kiselinama i masa pepela
nerastvornog u kiselinama (g); M, masa posude sa uzorkom 1 masa pepela nerastvornog
u kiselinama (g); T, udeo suve mase originalnog supstrata, pre bilo kakve prerade (%);

T,., udeo suve mase dobijen tokom pripreme supstrata za analizu (%).

Udeo lignina rastvornog u kiselinama se odreduje pomocu formule 16 koja je
predloZena u LAP-004 protokolu [177]. Izracunavanje se odnosi na supstrat osloboden od
ekstrakata. U analizi u ovom istrazivanju su koriSéeni uzorci koji su pre hidrolize

sumpornom kiselinom ekstrahovani metodom po Sokshletu (Soxhlet) [175].

A L
d-V-
ASI = b-a 1000 ml 100
M-T, (16)
100

U formuli 16 ASL je lignin rastvoran u kiselinama (%); A je apsorbanca na

205 nm; d je faktor razblazenja; b je duZina puta koju svetlost prelazi u Kiveti, iznosi

I cm; a je koeficijent apsorptivnosti koji iznosi 110 1/g-cm; V' zapremina filtrata (ml);
M inicijalna masa suvog supstrata (g); T, je udeo ukupnog sadrZaja suve mase

uzorka dobije tokom LAP-003 analize (%).

Udeo lignina rastvornog u kiselinama u ukupnoj masi supstrata na osnovu udela u

ekstrahovanoj biomasi dobija se iz formule 17 predloZzene u LAP-004 protokolu:

100% —E

ASL
100 % (17)

:ASLeks.

tot

gde je ASL,, udeo lignina rastvornog u kiselinama u ukupnoj biomasi (%); ASL,. je

udeo lignina rastvornog u kiselinama u ekstrahovanoj biomasi (%); E je udeo ekstrakata

u ukupnoj masi biomase (%).
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3.5.4. Odredivanje holoceluloze

Sadrzaj holoceluloze je odreden pomocu ponovo odobrenog ASTM 1104-56
protokola [178]. Postupak je sledeci: uzeti 2 g suvog supstrata iz kog su prethodno
uklonjeni ekstrakti, dodati 80 ml destilovane vode, 0,5 ml siréetne kiseline i 1 g natrijum
hlorita. SmeSu zagrevati 60 minuta na 70 °C u vodenom kupatilu, nakon cega treba
ponovo dodati 0,5 ml siretne kiseline i 1 g natrijum hlorita. Proces dodavanja siretne
kiseline 1 natrijum hlorita treba ponoviti joS Cetiri puta, na svakih sat vremena, do
ukupnog trajanja od 6 h. Nakon navrSenih 6 sati delignifikacije, smeSu ostaviti da se
ohladi, a zatim isprati acetonom 1 suSiti na 105 °C do konstantne mase. Masu osusene

holoceluloze izmeriti na analiti¢koj vagi.

3.5.5. Odredivanje sadrzaja pepela

Sadrzaj pepela je odreden prema protokolu NREL/TP-510-42622 [179].
Postupak je slededi: suvi uzorak dodati u porcelanske posude i spaljivati 4 h na 575+25
°C u peci. Nakon toga, uzorak ohladiti u desikatoru i na analitickoj vagi zabeleZiti njegovu
masu. Zatim ponovo preneti u pe¢ na 575425 °C i susiti do konstantne mase (promena
mase manja od 0,1 mg) [179]. Udeo pepela u suvoj masi supstrata je odreden pomocu
formule 18 predloZene u protokolu NREL/TP-510-42622 [179].

oDS (18)

U formuli 18 Pep je udeo pepela (%), M ,, je masa pepela i suda u kom je
pepeo (g), M, je masasuda(g), ODS suva masa supstrata (g).

3.5.6. Odredivanje ukupnog azota

Ukupan azot je odreden metodom po Kjeldalu (Kjeldahl) [180]. Procedura
obuhvata tri faze. Prva faza (digestija koncentrovanom kiselinom) obuhvata sledece:
odmeriti 1g lignoceluloznog supstrata 1 10 ml koncentrovane sumporne kiseline. Nakon
toga dodati 5 g kalijum sulfata, 0,25 ml bakar sulfat penta hidrata koncentracije 5 mol/l i
0,25 g selena. Nakon toga smeSu zagrevati do potpunog nestanka ugljenika. Nakon

digestije, smeSa se postepeno hladi i pazljivo se u nju dodaje 100-200 ml destilovane vode.
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Druga faza je faza destilacije. Ovo je faza u kojoj se amonijak odvaja od
digestione smeSe. U ovoj fazi treba dodati oko 70 ml natrijum hidroksida koncentracije
40%, nakon cCega sledi destilacija. Zagrevanjem se formira para koja odvlaci azot od
digestione smeSe u erlenmajer sa 50 ml sumporne kiseline ¢ija je koncentracija 0,05 mol/l
i kojoj se dodaje TaSiro (Zashiro) indikator (poglavlje 3.2.3). Destilacija traje sve do

potpunog prelaska amonijaka u kiselinu.

TreCa faza je faza titracije. U ovoj fazi se vrSi titracija dodavanjem rastvora
natrijum hidroksida koncentracije 0,1 mol/l u kiselinu sa amonijakom i indikatorom.
Sadrzaj azota je odreden primenom jednacine 19 [180]:

Vy—V,)-14
:( sk Vnh) 100
ODS-1000 (19)

gde je N udeo azota u supstratu (%), (V4—V,,) koli¢ina kiseline koja je vezala azot
[ V4 je zapremina sumporne kiseline (ml), V,, je zapremina natrijum hidroksida

(ml)], ODS masa supstrata (g).

3.6. Statisticka analiza

Vrednosti su iskazane kao srednja vrednosttstandardna devijacija. Srednje
vrednosti su uporedene analizom varijanse (ANOVA). Uticaj kultivacionih uslova na
sposobnost gljiva da proizvedu adekvatne aktivnosti je testirana dvosmernim ANOVA
testom. Velcova (Welch) ANOVA praéena Tukijevim HSD testom (en Tukey’s honestly
significant difference — HSD) je primenjena u proceni razlika u enzimskoj aktivnosti gljiva
gajenim pod konkretnim kultivacionim uslovima. T-test je koriSéen u evaluaciji
maksimalnih aktivnosti dobijenih na SSdS 1 LMS. Razlike su smatrane statisticki

znacajnim za p<0,05.

3.7. Eksperimentalni dizajn

Metodama eksperimentalnog dizajna je moguée pomoclu manjeg broja
eksperimenata simultano ispitati uticaj vise faktora na istraZivani sistem ili proces nego
ispitivanjem jednog po jednog faktora. Metode eksperimentalnog dizajna koje se najceSée

koriste za sticanje nekih polaznih informacija o istraZivanom sistemu, kao i u pocetnim
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istraZivanjima kada se radi tzv. skrining uticaja faktora na istraZivani sistem/proces,
ukljuCuju faktorijski dizajn (koji moZe biti potpuni faktorijski dizajn ili frakcionisani
faktorijski dizajn) i Plaket-Burman dizajn (eng. Plackett-Burham design — PBD) [181,
182]. Za detaljnije upoznavanje sistema, kao i optimizaciju uslova sa ciljem unapredenja
procesa ili sistema, se uglavnom koristi metodologija odgovora povrSine (eng. Response
Surface Method — RSM) u okviru koje se mogu koristiti dva dizajna — centralni kompozitni
dizajn (eng. Central Composite Design — CCD) 1 Boks-Benken dizajn (eng. Box—Behnken
Design — BBD) [181, 182]. Koji dizajn e biti odabran zavisi od broja faktora ¢iji uticaj na
sistem se Zeli ispitati, resursa kojima se raspolaZze, kao i Zeljenog finalnog ishoda

istraZivanja.

Faktorijski dizajn je tehnika koja omoguéava da se ispitaju efekti razlicitih
faktora ili medufaktorskih interakcija na istraZivani sistem ili proces. Prilikom primene
faktorijskog dizajna neophodno je odrediti broj nivoa svakog od faktora [181]. U
najces$¢oj upotrebi je faktorijski dizajn u kom su postavljena dva nivoa svakog od faktora.
Prednosti ovakvog faktorijskog dizajna uklju€uju mali broj eksperimenata koje treba
izvesti; dobijeni rezultati se mogu dobiti logickim razmatranjem, primenom elementarne
aritmetike 1 kompjuterske grafike; kvantitativni rezultati mogu dati usmerenje za dalja
istraZivanja; a dizajn se moZe dodatno uvecati ukoliko je potrebno prikupiti viSe detalja o

sistemu [181]. Faktorijski dizajn moZe biti frakcionisani ili potpuni.

Potpuni faktorijski dizajn sadrzi sve kombinacije postavljenih nivoa ispitivanih
faktora. Ovaj dizajn je pogodan za ispitivanje manjeg broja faktora. Naime, broj
eksperimenata koje treba izvesti u slucaju faktorijskog dizajna drugog reda (eng. two-level
full factorial design) je 2* gde je k je broj faktora koji se ispituju, a osnova 2 je broj
odabranih nivoa [183]. Tako je recimo za k=3 ukupan broj eksperimenata koje treba
izvesti 8, za k=4 ukupan broj eksperimenata je 16, za k=5 broj eksperimenata je 32 itd.
Koris¢enjem potpunog faktorijskog dizajna mogu se dobiti informacije o uticaju glavnih
efekata (tj. pojedinacnih faktora na ispitivani sistem), ali 1 informacije o interakcijama
medu faktorima (uticaj interakcija drugog, treCeg, cCetvrtog reda itd.; maksimum
interakcija medu faktorima zavisi od broja ispitivanih faktora). NajceSce se paZnja
poklanja glavnim efektima i interakcijama drugog reda, dok se interakcije treeg i viSih

redova uglavnom zanemaruju [181, 182].
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Frakcionisani faktorijski dizajn (FFD) se Cesto koristi u ranoj fazi istraZivanja
kada je potrebno testirati $to veci broj faktora radi odabira onih koji imaju znacajan uticaj
na istrazivani sistem ili proces i da, u isto vreme, istraZivanje bude brzo i ne bude skupo.
Ovaj dizajn omogucava da se u najmanjem broju pokusaja (tj. da se pomoc¢u najmanjeg
broja eksperimenata) ispitaju uticaji glavnih efekata kao i Zeljenih interakcija [184]. Oblik
FFD je 2 gde je k broj eksperimenata koji se ispituje, a 1/2P je frakcija potpunog
faktorijskog dizajna. Na primer 2°?-dizajn je 1/4 potpunog faktorijskog dizajna &iji je
oblik 2° i omoguéava ispitivanje uticaja 5 faktora na istraZivani sistem ili proces pomocu
samo 8 eksperimenata, dok bi u sluc¢aju potpunog faktorijskog dizajna trebalo izvesti 32
eksperimenta [181, 184]. U FFD postoji kompromis izmedu rezolucije dizajna, broja
faktora, broja potrebnih eksperimenata i obrasca formiranja alijasa glavnih efekata sa
interakcijama kao Sto je prikazano na slici 12. Rezolucija dizajna u velikoj meri zavisi od
reda frakcionisanja, Sto je visi red frakcionisanja niZa je rezolucija (slika 12), medutim
tokom skrininga u ranim fazama eksperimenata, niZa rezolucija (recimo rezolucija III koja
je najéeSce primenjivana tokom skrininga) moZe da bude dovoljna za identifikaciju

uticajnih faktora [181, 182].

Plaket-Burman dizajn (PBD) je tip frakcionisanog faktorijskog dizajna kojim se
odreduju glavni efekti u redukovanom broju eksperimenata uz pretpostavku da interakcije
medu faktorima mogu biti zanemarene [186]. Ovaj dizajn se uglavnom Koristi u skrining
fazi 1 pogodan je za primenu kada se ispituje viSe od sedam faktora. PBD omogucava da
se ispita m-broj faktora u m+1 eksperimenata. Za razliku od faktorijskog dizajna koji ima
oblik stepena sa osnovom dva, PBD ima oblik 4k (gde je k broj posmatranja; k=1,2,...,n).
Dakle, broj eksperimenata u PBD je deljiv sa 4 1 za 1 je veci od broja faktora ¢iji efekat
na istrazivani proces/sistem se ispituje. Na primer, za 7, 11, 15, 19 itd. faktora potrebno je

izvesti, redom, 8, 12, 16, 19 itd. eksperimenata [186].
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izmedu faktora i
faktorskih interakcija

Slika 12: Prikaz kompromisa koji se dobija u frakcionisanom faktorijskom dizajnu. Redovi
pokazuju broj eksperimenata (n) u odgovarajucem FFD. Kolone pokazuju broj faktora koje
treba ispitati u eksperimentu. Celije na preseku kolone i reda u gornjem levom uglu daju
forma FFD 2*?=n sa konkremim brojem faktora i reda frakcije, kao i rezoluciju dizajna
koja je napisana latinskim brojem; u donjem desnom uglu boldiranim slovima je data
informaciju o tome kako se mogu formirati faktori koji nedostaju, koji su eliminisani

[frakcionisanjem. Prazne Celije su nemoguci FFD [182, 185]

Metodologija odgovora povrsine (RSM) se obi¢no Koristi u analizi strukturne
pouzdanosti ili optimizacije procesa/sistema [187]. Ova metoda kombinuje
eksperimentalni dizajn, regresionu analizu i metode optimizacije [188]. S obzirom na to
da je za RSM potrebno izvesti viSe eksperimenata nego u slucaju faktorijskog dizajna,
posebno skrining dizajna FFD ili PBD, u ovoj metodi se prevashodno koriste faktori za
koje se zna da su znacajni za ispitivani sistem [189]. Kao rezultat primene RSM dobija se
analitiCka ili eksplicitna funkcija, Sto omoguéava da operacije koje slede — analiza

strukturne pouzdanosti i optimizacija — budu brze i1 da ne zahtevaju dodatne eksperimente
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ili simulacije [187]. Standardne metode odgovora povrSine koje su u Cestoj upotrebi su
centralni kompozitni dizajn 1 Boks-Benken dizajn. Predikcioni modeli koji se dobijaju

primenom ovih metoda mogu dati 3D grafike odgovora povrSine [189].

Centralni kompozitni dizajn (CCD) je baziran na faktorijskom dizajnu drugog
reda kome su dodata ponavljanja centralnih tacaka i aksijalne tacke (ukupno 2k aksijalnih
taCaka; k je broj faktora koji se ispituju) [190]. Takode, radi se randomizacija
eksperimenata — eksperimenti se izvode nasumic¢nim redosledom radi smanjenja uticaja
faktora koji nisu uzeti u razmatranje tj. nisu pod kontrolom kao Sto je recimo ljudski
faktor, problemi sa instrumentima koji se koriste u eksperimentu 1 sli¢no [182, 190].
Rastojanje aksijalnih tacaka od centra zavisi od broja faktora i jednako je polupre¢niku
kruga (kada se radi o dizajnu sa dva faktora), odnosno sfere (kada se radi o tri ili vise
faktora) koja obuhvata aksijalne i tacke faktorijskog dizajna i Ciji centar Cine centralne
taCke dizajna (slika 13). Tako je, recimo, u slucaju CCD sa dva faktora rastojanje od
centra do aksijalnih tacaka V2=1,41 ,u slu¢aju dizajna sa 3 faktora je V3=1,73 ,itd.
[181, 182]. Ovakvi dizajni se nazivaju cirkularni (dva faktora) odnosno sfericni (tri ili viSe
faktora) [182, 191]. U slucaju kada postoje ograni¢enja faktora koji se ispituju, CCD se
moZe smanjiti i tada se koristi varijanta CCD koja se naziva upisani centralni kompozitni
dizajn (eng. Inscribed Central Composite Design — CCI). CCI zahteva 5 tacaka svakog
faktora. Jo$ jedna varijanta CCD koja se moze koristiti je CCD sa tackama u centru
povrsina koje formiraju tacke faktorijskog dizajna (eng. Face-Centered Central Composite
Design — CCF). CCF zahteva tri nivoa svakog ispitivanog faktora. Ovaj dizajn se moze
dobiti uvecanjem postojeceg faktorijskog dizajna ili frakcionisanog faktorijskog dizajna

rezolucije V [191].
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Slika 13: Geometrija centralnog kompozitnog dizajna sa dva faktora (a) i tri faktora (b):

zelenom bojom su obeleZene tacke faktorijskog dizajna, plavom aksijalne tacke, a crvenom
centralne [181, 182].

Boks-Benken dizajn (BBD) ne sadrZzi faktorijski dizajn. BBD je nezavisni
kvadratni dizajn Cije se tacke nalaze na sredini ivica 1 u centru, a ne kao u slu¢aju CCD u
uglovima prostora (slika 14). U pitanju je rotirajuci dizajn koji zahteva tri nivoa svakog od
faktora [191]. Broj eksperimenata koji je potreban da bi se razvio BBD je definisan kao

2k(k-1)+Co, pri ¢emu je k broj faktora, a Co broj centralnih tacaka [192].

Slika 14: Geometrija Boks-Benken dizajna. Plavom bojom su obeleZene centralne tacke
[192].
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U ovom istrazivanju su koriS¢eni FFD i CCD. FFD je koriSéen za selekciju
faktora koji imaju najveci uticaj na ispitivani sistem, dok je RSM koriS¢ena za ispitivanje
efekta odabranih faktora na ispitivani sistem; za modelovanje odgovora povrsine koris¢en
je CCD pristup. U optimizaciji predtretmana koriS¢eni su joS i funkcija poZeljnosti (eng.
Desirability Function) i geneticki algoritam (eng. Genetic Algorithm — GA) jer je bilo

potrebno izvrSiti simultanu optimizaciju viSe odgovora (detalji su dati u nastavku).

3.7.1. Frakcionisani faktorijski dizajn

Za selekciju faktora sa najveéim uticajem na ispitivani sistem kori§éen je 2%
frakcionisani faktorijski dizajn (FFD), dopunjen preklopnim (eng. foldover) dizajnom.
Frakcionisani faktorijski dizajn se koristi u ranoj fazi eksperimenata, za skrining (eng.
screening) faktora koji se ispituju. Skrining dizajn se koristi za selekciju faktora sa
znacajnim uticajem na ispitivani sistem, odnosno uticaj glavnih efekat a ne interakcija
[181]. Rezolucija skrining dizajna je najcesce tri (III) i u tom slu€aju su formirani alijasi
glavnih efekata sa interakcijom dva faktora i obrnuto [181, 193]. Da bi se omogudéila
nepristrasnost u proceni efekata, pozeljne su vise rezolucije dizajna. U ovom istraZivanju
FFD je koris¢en za prikupljanje nekih podataka o ispitivanom sistemu, dok je za selekciju
uticajnih faktora FFD prosiren preklopnim dizajnom do rezolucije pet (V), s obzirom na
to da glavni efekti i interakcije dva faktora nisu u alijansi u slucaju dizajna sa rezolucijom

V [181, 193].

Primenom FFD je ispitivan uticaj veli¢ine inokuluma, koncentracije dZibre,
vlaZnosti supstrata, temperature i inicijalne pH na lakaznu i mangan peroksidaznu
aktivnost odabranog izolata. Dobijeni rezultati su linearno fitovani, a zatim je primenjena
analiza varijanse (ANOVA), pri ¢emu je kao prag selekcije uticajnih faktora koriS¢ena p-
vrednost manja od 0,1 sa ciljem da se iz dalje analize isklju¢e samo faktori koji sigurno ne
utiCu na ispitivani sistem. U tabeli 10 su date kodirane i realne vrednosti ispitivanih

faktora.
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Tabela 10: Opseg vrednosti faktora koriscenih u frakcionisanom faktorijskom dizajnu.

Kodirane i realne vrednosti faktora

Faktor Jedinica
-1 1
Velicina inokuluma disk 3 6
Koncentracija dzibre ¥ 10 20
VlaZnost supstrata 9o 62 72
Temperature °C 24 30
pH - 5 9

3.7.2. Metodologija odgovora povrsine

Identifikovani uticajni faktori su dalje ispitani primenom metodologije odgovora
povrsine. Za ovo istraZivanje je odabran sferi¢ni centralni kompozitni dizajn podeljen u
dva bloka. Prvi blok primenjenog centralnog kompozitnog dizajna se sastojao od 2°
potpunog faktorijskog dizajna sa osam taCaka, i Cetiri replikacije u centru (tj. Cetiri
centralne tacke), drugi blok se sastojao od Sest aksijalnih tacaka i tri centralne tacke.
Dakle, odgovori (vrednosti lakazne 1 mangan peroksidazne aktivnosti) su dobijeni u 21-
om eksperimentu. Za analizu svakog pojedinacnog faktora je koriS¢eno pet razli¢itih nivoa
(-1,73; -1; 05 1; 1,73). Ispitivani sistem je opisan pomocu polinomalne jednacine drugog
reda (jednacina 20).

V=B+ D Brxit 0, B XX, 2. BurXey =12k, j=1,2,...k 00)

U jednacini 20 Y je predvidena vrednost odgovora, f, je koeficijent preseka, pf.

koeficijent glavnih efekata, B, koeficijent interakcija faktora, f; koeficijent kvadratnih

Clanova glavnih efekata, x; glavni efekti, x; interakcije faktora, xl.zl. kvadrat glavnih

ij
efekata, i 1 j su brojaci faktora, k je broj ispitivanih faktora. Primenom ANOVA
dobijene su vrednosti koeficijenata [181]. U polinomalnoj jednacini 20 su koriS¢ene

kodirane vrednosti faktora tj. vrednosti glavnih efekata..
Kodiranje je izvrSeno pomocu formule 21:

Y,-Y,
X;=
AY

, 1=1,2,...,k 21)

i,2
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gde je Y, realna vrednost ispitivanog faktora (minimalna, maksimalna ili centralna),
Y, realna centralna vrednost ispitivanog faktora, AY,, polovina opsega u okviru kog

Yi,maks _Yi,min .

Y
2 b

je ispitivan faktor ( AY, ,= je maksimalna vrednost faktora

i, maks

koriS¢ena u eksperimentu, Y, . je minimalna vrednost faktora koriS¢ena u

eksperimentu), i brojac¢ faktora.

Kvalitet modela je analiziran primenom linearne regresione analize i dijagnostike

( R® vrednost i dijagnosti¢ki grafici), ANOVA, kao i odredivanjem adekvatne

preciznosti (eng. adequate precision — AP) koja je izra¢unata pomocu formule 22.
(Y)—min(Y)
[p< 22)

n

A.p =D

U jednacini 22 A.P. je adekvatna preciznost, Y je predvidena vrednost za

postavljene uslove eksperimenta, p je broj ¢lanova modela, o° je srednja vrednost

kvadrata odstupanja, n je broj eksperimenata u dizajnu.

3.7.3. Funkcija pozeljnosti

Funkcija poZeljnosti koju su predstavili DZordZ DerindZer (George Derringer) i
Ronald Su¢ (Ronald Suich) je jedna od najceSce koriS¢enih metoda za optimizaciju vise
odgovora [194]. Medu odgovorima koje treba optimizovati uvek postoji neki konflikt,
zbog Cega se optimizacijom dobija kompromisno reSenje. Princip optimizacije primenom

funkcije poZeljnosti obuhvata dva koraka [194]:
1. transformaciju pojedina¢nih odgovora u individualne funkcije pozeljnosti; i

2. agregaciju pojedinac¢nih funkcija poZeljnosti u jednu koja se naziva globalna

funkcija poZeljnosti.

Individualne funkcije poZeljnosti se mogu dobiti pomocéu funkcija jednostrane
transformacije, kojima pripadaju funkcija maksimizacije (jednac¢ina 23) i funkcija

minimizacije (jednac¢ina 24), ili dvostrane transformacije kojoj pripada funkcija
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targetiranja Zeljenog reSenja (jednacina 25). Individualne funkcije poZeljnosti mogu imati

vrednosti izmedu 110 [151, 194].

0 Y.<Y,
Y-v, | .
di" = —X Y, <Y<Y, i=1,2,...n
Yi-Y, (23)
1 Y >Y!
0 Y >Y]
min Y_YX ' A .
di ={|= ’X Y, <Y<Y, i=1,2,..n
Yix_Yi (24)
1 Yi<Yl.x
Vv, | A
v Y, <Y =c
Ci_ ix
di"ve = :YA'.—Y?( " R i=1,2,...n
: Yx, <Y, <Y; (25)
Ci— I
0 Y<Y, ili Y>Y!

U jednacinama 23, 24 i 25 d; je individualna funkcija poZeljnosti. U slucaju
funkcije maksimizacije (jednacina 23; di" ) Y, je minimalna prihvatljiva vrednost

odgovora l?i , Y7 je maksimalna vrednost odgovora Yi koja u transformaciji

maksimizacije nije neophodna, ali se iz prakti¢nih razloga postavlja [194], r je teZinski

koeficijent funkcije koji odreduje oblik funkcije. U sluaju funkcije minimizacije

(jednatina 24; di™ ) Y} je maksimalna prihvatljiva vrednost odgovora Y, , Y,

je minimalna vrednost odgovora Yi koju bi iz prakti¢nih razloga trebalo postaviti, r je
tezinski koeficijent funkcije koji odreduje oblik funkcije [151, 194].

Dvostrana transformacija (target funkcija prikazana jednacinom 25; di""*" ) se

koristi onda kada treba ograniCiti i minimalnu i maksimalnu prihvatljivu vrednost
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odgovora Yl. [194]. U jednacini 25 Y, je minimalna prihvatljiva vrednost odgovora

fi , Y, je maksimalna prihvatljiva vrednost odgovora Yl. , C; je ciljana vrednost,

1
a rl i r2 suteZinski koeficijenti. Vrednosti izvan postavljenih Y; i Y, granica su

neprihvatljive [151, 194].

Koeficijenti r , r; i r, mogu imati vrednosti izmedu O i 10. Kada je
vrednost ovih koeficijenat 1 funkcija je linearna, ukoliko je vrednost manja od 1 funkcija
sporije dostize Zeljene vrednosti (logaritamska funkcija), ukoliko je vrednost veca od 1
funkcija brzo dostiZe Zeljene vrednosti (eksponencijalna funkcija). Vrednosti koeficijenata
razlic¢ite od 1 se uglavnom koriste kada se Zeli dati prednost nekom od ispitivanih

odgovora ( l}i ) [151, 194]. Izgled profila funkcija transformacije u zavisnosti od

vrednosti koeficijenata r , r; 1 r, je prikazan naslici 15.

Formirane pojedina¢ne funkcije poZeljnosti ( d, ) se zatim kombinuju u
globalnu funkciju poZeljnosti. Globalna funkcija pozZeljnosti je geometrijska sredina

pojedinacnih funkcija poZeljnosti (jednacina 26) [151, 194]:

r 1/r
Hd,.)
i=1

D=

(26)

Kao i u sluc¢aju pojedinacnih funkcija poZeljnosti i globalna funkcija poZeljnosti
moZe imati vrednosti od 0 do 1. Vrednost O znaci nepoZeljan ishod. Kombinovanjem
definisane D funkcije i predikcione jednacine (modela) dobijene u eksperimentalnom

dizajnu moZe se optimizovati ispitivani proces ili sistem [151, 194].
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Slika 15: Promena profila funkcija transformacije u zavisnosti od vrednosti koeficijenata
r, roir, (Y, je 3 Y je I, c, je 2): a) transformacija maksimizacije

odgovora, b) transformacija minimizaciji odgovora, c) target funkcija [151].

U ovom istraZivanju je koriS¢ena transformacija maksimizacije (jednacina 23) u
slu¢aju oba odgovora, i lakazne i mangan peroksidazne aktivnosti. Minimalna prihvatljiva
vrednost lakazne aktivnosti je postavljena na 50 U/l, maksimalna lakazna aktivnost je
postavljena na 245 U/l, vrednost teZinskog koeficijenta ( r ) je postavljena na 0,1.
Minimalna prihvatljiva vrednost aktivnosti mangan peroksidaza je postavljena na 50 U/I,
maksimalna vrednost je postavljena na 90 U/], a vrednost tezinskog koeficijenta ( r ) je

postavljena na 3.
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3.7.4. Geneticki algoritam

Za selekciju najpoZeljnijih uslova predtretmana lignoceluloznog supstrata pomocu
odabranog izolata koriSen je geneticki algoritam (GA). GA je vrsta evolucionih
algoritama — kompjuterskih procesa inspirisanih evolucionom biologijom — i moZe
simultano pratiti 1 unapredivati veci broj reSenja 1 hipoteza [195]. Principi kojima se vodi
GA optimizacija su principi evolucije kroz koju prolazi populacija jedinki, dok problem
koji treba resiti definiSe okruZenje GA [196, 197]. Potencijalna reSenja problema, tj.
kandidati reSenja, su individue koje se u ovom slucaju nazivaju hromozomi. Genotip ovih
individua (odnosno hromozoma) kodira moguce reSenje problema, dok prevodenje
genotipa u fenotip utvrduje nacin na koji treba interpretirati hromozom kako bi se dobilo
stvarno reSenje. Adekvatnost individue za postavljeni problem zavisi od njene podesnosti
za postavljeni problem S$to se naziva fitnes; Sto je individua podesnija za postavljeni
problem veca je verovatnoca da Ce preziveti [196, 197]. Evolucijom populacije individua
neke jedinke nestaju dok nove, drugalije, postaju deo populacije. Te nove jedinke su

posledica rekombinacija 1 mutacija ranijih jedinki [196, 197].

GA se koristi za identifikaciju najbolje hipoteze, tj. za optimizaciju datih merenih
vrednosti [195]. Za razliku od nekih drugih metoda koje koriste gradijent informacije
kako bi pronasli najbolje kandidate u skladu sa "fitnes funkcijom", GA moZe koristiti
funkciju direktno, Sto je posebno znacajno prilikom optimizacije viSe odgovora primenom
funkcije poZeljnosti [198]. Operatori koje GA koristi su veli¢ina populacije, verovatnoca

rekombinacija, verovatno¢a mutacija [152].

Radi odabira adekvatnih kultivacionih uslova koji bi unapredili predtretman
lignoceluloze 1 ucinili hidrolizu lignoceluloznog supstrata efikasnom, primenjene su
sledece vrednosti operatora genetickog algoritma: veli¢ina populacije 1000 jedinki,
verovatnoc¢a rekombinacija 0,8, verovatno¢a mutacija 0,2 i broj generacija 5000. U prilogu
7 je data R skripta primenjenog genetickog algoritma. Primenjena metoda je inspirisana

modelom koji je razvio Tongsuk (7hongsook) [199].
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Izolacija i selekcija izolata

U januaru i junu 2014. godine je prikupljen 31 uzorak gljiva koji je ukljucivao
plodonosna tela ili delove supstrata (bele i braon trulezi) sa delovima plodonosnih tela i
spora. Na agarnu podlogu je iz plodonosnog tela gljiva, primenom povrSinske sterilizacije,
uspesno izolovano 12 uzoraka, koji su kasnije podvrgnuti kvalitativnom 1 kvantitativnom

ispitivanju aktivnosti ligninolitickih i hidroliti¢kih enzima.

4.1.1. Kvalitativna analiza

Rezultati kvalitativne analize (tabela 11) su pokazali da su svi izolati bili
sposobni da proizvedu celulaze, 8 izolata lignin peroksidaze (oksidacija azure B) 1 10

izolata lakaze (oksidacija gvajakola i/ili ¢-naftola).

Tabela 11: Kvalitativna analiza ligninoliticke i hidroliticke aktivnosti izolata

Izolat Ligninoliticka aktivnost Hidroliticka aktivnost
a-naftol Gvajakol  Azure B Mikrokristalna celulozy
F1 - + + ++
F5 - + + +
F51I - + + +
F13 +++ +++ - ++
F14 - - +++ +++
F17 ++ ++ - +
F18 - + + ++
F21 - - - +
F23 - + + +
F24 + ++ - +
F28 +++ +++ + ++
F31 ++ ++ + ++

+++: visoka aktivnost; ++: umerena aktivnost; +: slaba aktivnost; -: nema aktivnosti

Utvrdivanje prisustva ligninoliticke 1 hidroliticke aktivnosti je procenjivano 12 h,
18 h i 24h nakon inokulacija, a zatim na svaka 24 h u okviru sedam dana inkubacije. U

slucaju da se neka od aktivnosti nije ispoljila u tom periodu, promene su pracene joS 7
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odnosno 14 dana. Ukoliko do ispoljavanja neke ili svih testiranih aktivnost nije doslo
tokom 21-og dana pracenja, zakljucak je bio da posmatrani izolat ne ispoljava ispitivanu
enzimsku aktivnost. Vreme ispoljavanja promene kao i intenzitet promene (veli¢ina
obezbojene povrsine, veli¢ina bistre povrSine ili intenzitet boje) su uzimani u obzir
prilikom procene najefikasnijih izolata, tj. izolata sa najve¢im potencijalom za konverziju

lignoceluloznog materijala.

Kvalitativna analiza je pokazala da od svih izolata koji su oksidovali gvajakol,
samo izolati F13, F17, F25, F28 i F31 su oksidovali i a-naftol. Razlog bi mogla biti
visoka specifi¢nost lakaze pojedinih izolata ka gvajakolu kao supstratu, ili je oksidacija
gvajakola posledica delovanja mangan zavisnih peroksidaza ili hibridnih (verzatil)
peroksidaza. Sposobnost izolata da oksiduje oba supstrata (i gvajakol i1 a-naftol) je
smatrana potvrdom da ispitivan izolat ispoljava lakaznu aktivnost, a intenzitet boje, vreme
pojave boje kao 1 veli¢ina obojene povrSine su izdvojili samo dva izolata kao jake
proizvodace lakazne aktivnosti. Nakon manje od 24 h od inokulacije uo¢eno je formiranje
tamno plave (skoro crne nijanse) poli a-naftola dobijenog oksidacijom a-naftola i tamno
crvene (odnosno crveno-braon) boje dobijene oksidacijom gvajakola do tetragvajakola
[200] u testu sa izolatima F13 1 F28 (slika 16). Izolati F17, F24 1 F31 su ispoljili umerenu
lakaznu aktivnost nakon 5-7 dana inkubacije, dok je kod svih ostalih izolata, kod kojih je
zabeleZena lakazna aktivnost, reakcija bila slaba i ispoljila se tek nakon 7-14 dana. Od svih
izolata koji su oksidovali gvajakol/a-naftol i azure B, samo kod izolata F28 i F31 moze se
potvrditi sposobnost proizvodnje lakaze 1 lignin peroksidaze na osnovu kvalitativne
analize, s obzirom na to da je oksidacija gvajakola/a-naftola nastupila nekoliko dana pre

oksidacije azure B.
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Slika 16: Rezltati kvalitativne analize lakazne aktivnosti dobijeni izolatom FI3 u testu
oksidacije a-naftola (a) i gvajakola (b) i izolatom F28 u testu oksidacije a-naftola (c) i
gvajakola (d).

Azure B je reagens koji mogu oksidovati samo lignin peroksidaza i peroksidaza
iz korena rena [165], a pojava zelenih i/ili obezbojenih povrSina na agaru ukazuje na lignin
peroksidaznu aktivnost. IstraZivanja su potvrdila da se indukcija enzima lignin peroksidaze
desava kasnije tokom inkubacije 1 da su sinteza i aktivnost ovog enzima inhibirani viSim
koncentracijama Mn** jona [201, 202]. Sa smanjenjem koncentracije Mn** stvaraju se
uslovi za lignin peroksidaze, a vreme ispoljavanja lignin peroksidazne aktivnosti moZze
nam potvrditi da i je u oksidaciji gvajakola i a-naftola ucestvovala samo lakaza ili je to
rezultat 1 peroksidazne aktivnosti. Od osam izolata koji su ispoljili lignin peroksidaznu
aktivnost, dva izolata, F28 i F14, (slika 17) su ispoljila najbolju aktivnost ovog enzima.
Zone obezbojenja su pretezno prisutne ispod micelijuma, Sto bi moglo da znaci da je
lignin peroksidaza preteZno vezana za membranu Celije. Lignin peroksidazna aktivnost je
kod svih izolata zabeleZzena nakon 10-18 dana, zbog Cega je, na osnovu kvalitativne
analize, mogucée sa sigurnoscu potvrditi samo za izolate F28 i F31 da ispoljavaju obe

aktivnosti, i lakaznu i lignin peroksidaznu.
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Slika 17: Kvalitativna analiza lignin peroksidazne aktivnosti: a) kontrola, b) izolat F28, c)
izolat F14.

U kvalitativnom testu celulazne aktivnosti koriS¢ena je mikrokristalna celuloza.
Naime, kristalininost celuloze je jedan od glavnih razloga otpornosti lignoceluloznog
supstrata prema dejstvu mikroorganizama 1 enzima. Tokom proizvodnje mikrokristalne
celuloze stepen kristalini¢nosti celuloze se uvecava [203], medutim celobiohidrolaze i
endoglukanaze zajedno mogu da hidrolizuju ovaj supstrat [204]. Prisustvo bistrih zona u
zamuéenom agaru je potvrda simultanog delovanja hidroliti¢kih enzima [205]. Rezultati
su potvrdili da svi izolati proizvode hidroliticke enzime, medutim najbolju hidroliticku
aktivnost u kvalitativnom eseju je ispoljio izolat F14. Razgradnja mikrokristalne celuloze
ovim izolatom je bila uocljiva ve¢ nakon 3 dana inkubacije. Mikrokristalna celuloza se
razgraduje teZe nego celuloza dobijena bubrenjem u kiselim rastvorima (eng. acid swollen
cellulose) 1li kuglicno mlevena celuloza (eng. ball-milled cellulose) koje su u ceS€oj
upotrebi u enzimskim testovima [153]. S tim u vezi, Cinjenica da se ve¢ nakon 3 dana
inkubacije mogu uociti zone razgradnje ukazuje na izolat sa jakim hidroliti¢kim

enzimima.

4.1.2. Kvantitativna analiza

Nakon kvalitativne primenjena je kvantitativna analiza ligninolitickih 1
hidrolitickih enzima radi selekcije izolata sa najve¢im potencijalom za primenu u
biokonverziji lignoceluloznog supstrata. U kvantitativnoj analizi su primenjeni eseji
lakazne, mangan peroksidazne, lignin peroksidazne, karboksimetil celulazne i ksilanazne

aktivnosti. U testovima su koriS¢eni enzimi ekstrahovani sedmog dana inkubacije.

U testu lakazne aktivnosti je koriS¢en gvajakol kao reagens. Za razliku od drugih

reagenasa koji se Cesto koriste za odredivanje lakazne aktivnosti, kao $to su ABTS [2,2'-
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azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)] ili siringaldazin, test koji koristi
gvajakol je manje osetljiv jer brzo dolazi do inaktivacije enzima proizvodom reakcije i
teZe je detektovati lakazu [206]. Zbog toga su ocekivane vrednosti lakazne aktivnosti nize
od vrednosti koje se mogu dobiti ostalim reagensima, medutim u testu sa gvajakolom se
mogu detektovati jake lakaze [207, 208]. Kao i u kvalitativnoj analizi, najbolju lakaznu
aktivnost su pokazali izolati F13 1 F28 (slika 18). Izmerena lakazna aktivnost izolata F13
iznosila je 55,00%2,75 U/l na ¢vrstom supstratu i 40,00£2,00 U/1 u te€nom supstratu, dok
su izmerene vrednosti dobijene na ¢vrstom i te¢nom supstratu izolata F28 iznosile redom

12,30+0,62 U/11 7,90£0,40 U/L.

Mangan peroksidazna aktivnost je testirana oksidacijom fenol crvenog. Najbolju
aktivnost ispoljio je izolat F28 na ¢vrstom medijumu, 31,50£1,58 U/l, dok u te¢nom
medijum nije zabeleZena aktivnost ovim izolatom (slika 18). Kao i u slucaju lakaza, izolat
F13 se takode isticao kao proizvida¢ mangan peroksidaze (slika 18). ZabeleZzeno je
10,30£0,51 U/l na ¢vrstom supstratu, ali za razliku od izolata F28, sa izolatom F13 je
detektovana slaba mangan peroksidazna aktivnost 1 u te¢nom medijumu, 4,20£0,21 U/1.
Aktivnost mangan nezavisnih peroksidaza (verzatil tj. hibridnih peroksidaza) je bila slaba,
ni sa jednim izolatom nije zabeleZena vrednost veca od 4 U/l. Kao 1 u slucaju lakazne 1
aktivnosti mangan zavisnih peroksidaza, izolati F13 1 F28 su se najviSe isticali kao
proizvodaci mangan nezavisnih peroksidaza. Najbolje vrednosti aktivnosti ovog enzima su
dobijene kultivacijom na ¢vrstom supstratu, 3,60+0,18 U/l (F13) i 3,50+0,18 U/1 (F28).
Lignin peroksidazna aktivnost je ispitivana testom oksidacije boje azure B. Kao i u slu¢aju
kvalitativne analize, osam izolata je pokazalo slabu aktivnost. Medutim vrednosti
izmerenih lignin peroksidaznih aktivnosti su bile veoma niske, nisu prelazile 2 U/l 1 ni

jedan izolat se nije isticao kao proizvodac lignin peroksidaza (slika 18).
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Slika 18: Ligninoliticka aktivnost izolovanih gljiva dobijena na cvrstom supstratu (SSF) i
tecnom supstratu (SF): a) lakazna aktivnost, b) aktivnost mangan zavisnih peroksidaza; c)
aktivnost verzatil peroksidaza (mangan nezavisnih peroksidaza) i d) aktivnost lignin

peroksidaza.

Aktivnost hidrolitickih enzima, celulaza i ksilanaza, su ispoljili svi izolati (slika
19). U testu celulazne aktivnosti je koriS¢ena karboksimetil celuloza. Samo jedan izolat,
F14, se isticao izuzetno visokim vrednostima cellulazne aktivnosti. ZabeleZeno je
5253,424262,67 U/l na ¢vrstom supstratu 1 3159,98+158,00 U/l u te€nom medijumu sa
ovim izolatom. Izolat F14 je ispoljio i najbolju ksilanaznu aktivnost (slika 19), na ¢vrstom
supstratu je zabeleZzeno 6831,15+304,15 U/1, u te¢nom supstratu 3792,97+189,65 U/1. Jos
jedan izolat, F31, je pokazao jaku ksilanaznu aktivnost, vrednost zabeleZena na ¢vrstom

supstratu je iznosila 3683,54+184,18 U/l, u te¢nom supstratu 4203,31+210,17 U/I. Svi
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ostali izolati su ispoljili umerenu ili slabu hidroliticku aktivnost. U testu ksilanazne

aktivnosti je koriS¢en ksilan bukve.
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Slika 19: Aktivnost hidrolitickih enzima proizvedenih kultivacijom na cvrstom supstratu

(SSF) ili u tecnom supstratu (SF): a) celulazna aktivnost, b) ksilanazna aktivnost.

Najbolje karakteristike ligninolitickih i/ili hidrolitickih aktivnosti su ispoljili
izolati F13, F14 i F28 koji su dalje identifikovani molekulskim putem i/ili na osnovu
morfoloskih karakteristika micelijuma i plodonosnog tela. Slika 20 prikazuje izgled

micelijuma ova tri izolata.

Slika 20: Izgled 7 dana starih micelijuma izolata a) T. hirsuta F13, b) M. fulvopruinatum,

b) S. gausapatum gajenih na krompir dekstroznom agaru.
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4.2. Identifikacija izolata sa najboljim aktivnostima
ligninolitickih i hidrolitiCkih enzima

U molekulskoj identifikaciji najboljih izolata su koris¢ene ITS sekvence. PCR
proizvodi ITS sekvenci su vizuelizovani na gel elektroforezi pomocu etidijum bromida

(slika 21). Gde je bilo potrebno, u identifikaciji su bile primenjene i mikroskopske

karakteristike micelijuma i morfoloske karakteristike plodonosnog tela.

U identifikaciji pomocu ITS sekvenci je koriS¢éen NCBI BLAST algoritam [209].
Identicnost veéa od 98% 1 preklapanje upitnih sekvenci vece od 95% su smatrani
identifikacijom na nivou vrste (tabela 12). Uradena je i uporedna filogenetska analiza

izolata F13 i F28 sa njima srodnim vrstama/izolatima (slika 22)

F14 F28 F13

Slika 21: Gel elektroforeza sa PCR proizvodima ITS sekvenci.
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F28 (KY264753)

|- Stereum hirsutum isolate oak16 (FN539063.1)
|- Stereum gausapatum (KF897020.1)

4d Stereum hirsutum isolate BC (KR909200.1)
Stereum gausapatum isolate st69 (FN539048.1)

94
[ | Stereum rugosum (KX218390.1)

L Stereum hirsutum strain BS7 (KP985742.1)

Stereum sanguinolentum isolate Fp-102551 (AY089730.1)
991 Stereum complicatum voucher CFMR:DLL2011-039 (KJ140563.1)
Trametes villosa voucher FP86588sp (JN164970.1)

—
0.05

FF13 (KY264754)
100} | 7rametes hirsuta strain 394 (KC920740.1)
95| Trametes hirsuta strain FCL21 (JF308949.1)
Trametes hirsuta strain NBRC 7038 (AB733170.1)

Slika 22: Komparativna filogenetska analiza izolata T. hirsuta F13 i S. gausapatum F28 i

njima bliskih vrsta/izolata bazirana na ITS sekvencama. Parametri korisceni za

konstruisanje filogenetskog stabla su: Tamura-Nei model, test filogenije primenom

"bootstrap” metode, broj replikacija je bio 1000. NCBI pristupni brojevi su dati u zagradi.

ITS sekvenca izolata F13 (prilog 1) je pokazala najvecu slicnost sa Trametes

hirsuta soj 394 (100% preklapanja i 100% sli¢nosti) i minimum 99% sli¢nosti sa drugim

sojevima vrste 7. hirsuta (tabela 12). ITS sekvenca izolata F14 (prilog 3) je pokazala

najvecu sli¢nost sa Myrmaecium fulvopruinatum soj VF1 (100% preklapanja i 100%

slicnosti) 1 minimum 99,49% sa drugim sojevima vrste M. fulvopruinatum (tabela 12).

ITS sekvenca izolata F28 (prilog 2) je pokazala visoki stepen sli¢nosti sa dvema vrstama

kompleksa Stereum hirsutum: S. hirsutum i S. gausapatum (tabela 12). Pokrivenost upitnih

sekvenci sa S. hirsutum je bila 100%, a slicnost 99%. Pokrivenost upitnih sekvenci sa S.

gausapatum je bila 99%, a slicnost 99%.
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Tabela 12: Sojevi/izolati koji su pokazali najvecu slicnost sa izolatima F13, F14 i F28

Molekularna identifikacija pomocu BLAST

Identifikovani Gr‘:lsltll}lal:ll: algoritma
izolati groj ’ Soj/izolat gljive (pristupni broj) Pokrivenost Slicnos
) gl p p )] /% /%
Trametes hirsuta
isolate F13 KY264754
T. hirsuta strain 394 (KC920740) 100 100
T. hirsuta strain FCL21
(JF308949) 100 9
T. hirsuta strain NBRC 7038
(AB733170) 100 99
T. villosa voucher FP86588sp 97 99
(JN164970)
Stereum gausapatum
isolate F28 KY264753
S. hirsutum isolate BC (KR909200) 100 99
S. hirsutum isolate oak16
(FN539063) 100 %9
S. hirsutum strain BS7 (KP985742) 100 99
S. gausapatum (KF897020) 99 99
S. gausapatum isolate st69
(FN’539048) % 99
S. rugosum (KX218390) 90 99
S. sanguinolentum isolate Fp- 97 96
102551 (AY089730)
S. complicatum voucher 94 96
CFMR:DLL2011-039 (KJ140563)
Myrmaecium
Sfulvopruinatum  MF521930
isolate F14
Myrmaecium fulvopruinatum strain
VF1 (KP687859) 100100
Myrmaecium fulvopruinatum CBS
139058 ( NR_145390) 100 99,66
Myrmaecium fulvopruinatum strain
VFQ (KP687863) 100 99,66
Myrmaecium fulvopruinatum strain
VEJ (KP687861) 100 99,66
Myrmaecium fulvopruinatum 100 99 49

strain VFB (KP687860)
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Vrste S. hirsutum kompleksa je teSko razlikovati samo na osnovu morfoloskih
karakteristika. Ovom kompleksu pripadaju vrste S. hirsutum, S. complicatum, S.
styracifluum, S. subtomentosum, S. versicolor i S. gausapatum. Neki mikolozi ih Cak
posmatraju kao razli¢ite varijetete vrste S. hirsutum [210], a nekoliko istraZivanja je
publikovano kao pomo¢ u razlikovanju S. gausapatum od S. hirsutm [211, 212]. S.
gausapatum pripada grupi takozvanih "krvavih gljiva", kojoj pripadaju jo§ 1 S.
sanguinolentum, vrsta koja raste gotovo iskljucivo na Cetinarima, i S. rugosum, vrsta koja
raste 1 na Cetinarima i na listopadnom drvecu [213]. Na mestima fizickih oStecenja iz ovih
gljiva curi crvena tecnost nalik krvi [213] po ¢emu je i cela grupa dobila naziv. Ovo nije
karakteristika S. hirsutum vrste. Na plodonosnom telu izolata F28 na mestu oSteéenja je
bila primetna tamno crvena zona nastala od sasuSene te¢nosti (slika 23). Hife gljive S.
gausapatum se karakteriSu kukicastim konekcijama koje mogu biti proksimalne (slika 24)
i distalne [211]. Jo§ jedna karakteristika ove vrste su pigmentne kapi (slika 24) kojih
moze biti unutar hifa ili na povrSini [211]. Na osnovu svih dobijenih i1 analiziranih
parametara, od molekulskih do mikroskopskih, potvrdeno je da se radi o vrsti S.

gausapatum.

Slika 23: Izgled plodonosnog tela i oSte¢enja na plodonosnom telu izolata F28 (S.

gausapatum).

88



Slika 24: Mikroskopske karakteristike micelijuma S. gausapatum F28 izolata: a) pigmentne

kapi na povrsini i unutar hifa, b) generativne hife sa dvostrukim kukicastim konekcijama.
(Uvecanje 100x)

Analiza ITS sekvenci je jednozna¢no potvrdila da je izolat F13 vrsta 7. hirsuta
(tabela 12). Medutim uradena je i mikroskopska analiza micelijuma gljive. Hife vrste 7.
hirsuta su staklaste i mogu biti generativne, skeletne ili vezivne [214, 215]. Staklaste
generativne hife su uocene kod izolata F13 (slika 25). T. hirsuta se takode odlikuje

jednostrukim kukicastim nastavcima [215], Sto je takode uoceno i kod izolata F13 (slika
25).

Slika 25: Mikroskopske karakteristike micelijuma izolata T. hirsuta F13 (a) generativne hife

i (b) jednostruka kukicasta konekcija (obeleZena strelicom).(Uvecanje 100x)

I u slucaju izolata F14 analiza ITS sekvenci je jednoznacno potvrdila da se radi o
gljivi M. fulvopruinatum (tabela 12). Ova vrsta je do sada slabo izu€avana, a najveéi broj

istraZivanja je obuhvatao filogenetska i taksonomska istraZivanja [216-218]. Medutim
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dosadaSnja istraZivanja nisu paZznju poklanjala mikroskopskim analizama micelijuma,
uglavnom je analizirano plodonosno telo vrste. Mikroskopskom analizom izolata F14

uoceno je prisustvo skeletnih i generativnih hifa (slika 26).

Slika 26: Skeletne (a) i generativne (b) hife izolata M. fulvopruinatum F14.(Uvecanje 40x)

T. hirsuta i S. gausapatum pripadaju razdelu Basidiomycota (prilog 4 i prilog 5)
kom pripadaju gljive sa najboljim ligninolitickim aktivnostima [219, 220]. I T. hirsuta 1 S.
gausapatum pretezno rastu na mrtvom drvetu i uzrok su takozvanog belog truljenja. lako
pripadaju saprofitima, neki istrazivaci ih smatraju fakultativnim parazitima [221, 222]. S.
gausapatum prati distribuciju Quercus spp. u severnoj Evropi [212, 223] i na Balkanskom
poluostrvu [224]. T. hirsuta je Siroko rasprostranjena i Cesta je u Srbiji. Raste na
razli¢itim supstratima lignoceluloznog porekla, preteZzno na drvetu Quercus spp., Salix spp,
Alnus glutinosa, Prunus spp, Populus spp. 1 druga [225]. Ranija istraZivanja su prijavila
prisustvo ove vrste u Srbiji samo na teritoriji Beograda. IstraZivanje distribucije vrste S.
gausapatum u Srbiji je pokazalo prisustvo ove vrste na lokaciji Topc¢ider u Beogradu
[224]. Nedavno je S. gausapatum pronaden i u Botanickoj basti Jevremovac [226].
IstraZivanje sprovedeno tokom izrade ove disertacije je prvi put zabeleZilo prisustvo vrste
S. gausapatum na jugu Srbije, na teritoriji grada Leskovca. T. hirsuta F13 je izolovana sa

grane viSnje (Prunus cerasus), a S. gausapatum F28 sa grane hrasta (Quercus sp.).

M. fulvopruinatum pripada razdelu Ascomycota (prilog 6). Ova vrsta se moze
naéi na osuncanoj strani panjeva i grana razliitog Cetinarskog ali i Sirokolisnog drveéa
[218, 227]. Rasprostranjena je u Sjedinjenim Americkim Drzavama, ali 1 u Evropi. Kao 1
ostali predstavnici reda Valsariales i M. fulvopruinatum se nalazi na prostorima sa toplom

klimom i duZim suSnim periodima, a u vreme globalnog zagrevanja ocekuje se vece

90



rasprostranjenje ovih gljiva [218]. Izolat M. fulvopruinatum F14 je izolovan sa grane
hrasta (Quercus sp.). Dosadasnja istraZivanja su se bavila gotovo iskljucivo taksonomskim i
filogenetskim analizama ove vrste kao i Citavog reda Valsariales [216-218, 227].

Ispitivanje njegove ligninoliti¢ke 1 hidroliticke aktivnosti nisu sprovedena.

4.3. Hidroliticki i ligninoliticki potencijal odabranih izolata

Pocetno istrazivanje je pokazalo da su T. hirsuta F13 1 S. gausapatum F28 sa
velikim potencijalom za primenu u tretmanu lignoceluloznog supstrata zbog svoje izrazite
lakazne 1 mangan peroksidazne aktivnosti, ali 1 umereno jake hidrolitiCke aktivnosti. M.
Sfulvopruinatum F14 je pokazao izuzetno jaku celulaznu i ksilanaznu aktivnost i
zanemarljivu lignin peroksidaznu aktivnost, dok se lakazna i1 mangan peroksidazna

aktivnost nisu ispoljile kod ovog izolata.

U narednom segmentu istraZivanja je ispitan hidroliticki i ligninoliti¢ki potencijal

identifikovanih izolata.

4.3.1. Potencijal izolata M. fulvopruinatum ¥14

JoS jednom je testirana ligninoliticka i hidrolitiCka aktivnost izolata M.
fulvopruinatum F14. Ni ovoga puta nisu zabelezene lakazna 1 verzatil peroksidazna
aktivnost (tabela 13). Slaba aktivnost mangan zavisnih peroksidaza od 2,7+0,5 U/I, kao i
slaba lignin peroksidazna aktivnost od 1,80+0,06 U/l su dobijene SSF kultivacijom, dok
SF kultivacija nije dala mangan peroksidaznu aktivnost, a aktivnost lignin peroksidaza je
bila priblizna zabelezenoj u SSF-u (1,76+0,08 U/l). Kao i tokom selekcije, najbolje
aktivnosti su bile CMCazna (56821327 U/l) i ksilanazna (77211293 U/l) proizvedene
SSF kultivacijom (tabela 13). Sve ovo je potvrdilo da bi se ova gljiva mogla primenjivati u
proizvodnji industrijski vaznih hidrolitickih enzima. S tim u vezi je ispitan hidroliticki

potencijal ove gljive primenom enzimskih ekstrakata u hidrolizi celuloznog otpada.

Enzimski ekstrakti kori§¢eni u hidrolizi celuloznog supstrata su proizvedeni SSF
kultivacijom na piljevini bukve kojoj je dodat Mandals medijum (kultivacioni usovi za
proizvodnju hidrolitickih enzima su dati u poglavlju 3.3.3). VlaZnost supstrata je bila
70%. Hidroliticki potencijal je proveravan hidrolizom starih novina enzimskim

ekstraktima. Koli¢ina enzima koriS¢enog u hidrolizi bila je ekvivalentna 3 FPU, odnosno
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18 CMCU. Koli¢ina enzima kori$¢éena u hidrolizi je odredena metodom koju je predloZio
Ghose [168]. Nakon 72 h hidrolize (slika 27) najbolje rezultate su pokazali uzorci sa
pocetnim udelom supstrata od 6% w/v (4,8 g/l) i 10% w/v (4,6 g/1), dok je sa pocetnim
udelom supstrata od 8% dobijeno najmanje Seéera (2.48 g/l), §to je verovatno posledica

inaktivacije dela enzima uzrokovana nekim spoljnim faktorom.

Tabela 13: Aktivnost ligninolitickih i hidrolitickih enzima izolata M. fulvopruinatum F14

dobijena SSF i SF kultivacijom (LiP — lignin peroksidaze; MnP — mangan peroksidaze; VP —

verzatil peroksidaze).
Tip Enzimska aktivnost (U/1)
kultivacije = Lakaza MnP VP LiP CMCaza Ksilanaza

SSF - 2,70+0,50 - 1,80+0,06 56824327 77211293
SF - - - 1,7610,08 37151699 4519121

% e 10%

g A 6%

2 8%

gz o 4+ Kontrola

L - - I

0 20 40 60
Vremetrajanja hidrolize (h)

Slika 27: Koncentracija oslobodenih Secera tokom hidrolize enzimskim ekstraktima.

Rezultati hidrolize enzimskim ekstraktima izolata M. fulvopruinatum F14 se
mogu uporediti sa, recimo, rezultatima hidrolize postignutim komercijalnim enzimom
tretiranog i netretiranog celluloznog materijala tekstilnog porekla (doza enzima 700 EGU/
g supstrata) [228]. Naime, u zavisnosti od toga da li je tekstil prethodno prosao kroz
proces predtretmana ili ne, koncentracija oslobodenog Secera je bila u opsegu 4,5-8,2 g/l

nakon 72 h hidrolize komercijalnim enzimom [228]. Proces proizvodnje celulaza izolatom
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M. fulvopruinatum F14 kao i proces hidrolize bi trebalo optimizovati kako bi se povecala
efikasnost hidrolize, ali rezultati hidrolize celuloznog otpada potvrduju da ova gljiva ima

visok potencijal za primenu u proizvodnji hidrolitickih enzima.

4.3.2. Potencijal izolata T. hirsuta F13 i S. gausapatum ¥28

Izolati T. hirsuta F13 1 S. gausapatum F28 su ispoljili jaku ligninoliticku
aktivnost i umerenu hidroliti¢ku aktivnost. Kako je vrednost hidroliti¢ke aktivnosti ovih
izolata bila znacCajno niZa nego aktivnost koju je ispoljio izolat M. fulvopruinatum F14
(p<0,05), u daljem radu je ispitan ligninoliti¢ki potencijala 7. hirsuta F13 i S. gausapatum
F28. Ispitan je uticaj kultivacionih uslova (SF ili SSF), vlaZnost supstrata i dodatak
minerala na ligninoliticku aktivnost, kao i stepen selektivnosti razgradnje lignoceluloznog
supstrata. U istraZivanju je koriS¢ena piljevina bukve — supstrat koji se odlikuje visokim

udelom lignina. Tabela 14 prikazuje karakteristike koriSéene lignocelulozne biomase.

Tabela 14: Struktura koriscene lignocelulozne biomase

Struktura suve mase bukve

Komponenta Udeo u biomasi (%)

Lignin 28,01

* Klasonov lignin 25

* Lignin rastvoran u kiselinama 3,01
Holoceluloza 76
Pepeo <0,4
Ukupni ekstrakti 3,23

* Ekstrakti rastvorni u vodi 2,34

»  Ekstrakti rastvorni u etanol-acetonu 0,89

Struktura ukupne mase supstrata bukve

Suva masa 93
Lignin 26,05

* Klasonov lignin 23,25

* Lignin rastvoran u kiselinama 2,80
Holoceluloza 70,68
Pepeo <0,37
Ukupni ekstrakti 3

*  Ekstrakti rastvorni u vodi 2,18

e Ekstrakti rastvorni u etanol-acetonu 0,83
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Uticaj kultivacionih uslova

Kultivacioni uslovi su imali znacajan uticaj na ligninoliticku aktivnost izolata T.
hirsuta F13 1 S. gausapatum F28. Slika 28 pokazuje da su kultivacioni uslovi imali
znacajan uticaj na lakaznu aktivnost ovih izolata (p<0,001). Razlika u lakaznoj aktivnosti
izmedu izolata se takode znacajno razlikovala i u SF (F,.3,=3459,5, p<0,05) i u SSF (Fi4
=1612,9, p<0,05) kultivacionim uslovima.

Najbolja aktivnost, vrednost od 315,9+0,7 U/l, je zabelezena pod SF
kultivacionim uslovima izolatom 7. hirsuta F13, znaCajno viSa nego aktivnost zabeleZena
pod SSF kutivacionim uslovima istom gljivom (p<0,05), mada je i aktivnost postignuta
SSF kultivacijom bila visoka (71,2+0,5 U/l). Razlika u lakaznoj aktivnosti dobijena
gljivom S. gausapatum F28 tokom SSF and SF kultivacije je takode bila statistiCki
znacajna (p<0,05), ali je, za razliku od izolata F13, aktivnost zabelezena pod SSF

uslovima (18,910,5 U/1) bila visa nego pod SF uslovim (14,0%1,0 U/1).
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Slika 28: Uticaj kultivacionih uslova na lakaznu aktivnost izolata T. hirsuta FI13 i S.

gausapatum F28.

Za bolje razumevanje znacaja postignutih vrednosti, lakazna aktivnost dobijena
izolatima F13 i F28 je uporedena sa lakaznom aktivnoS¢u gljive 7. versicolor testiranom
razli¢itim reagensima (ABTS, 2,6-dimetoksifenol, siringaldazin i gvajakol) [207]. Iako su
svi pomenuti reagensi, ABTS, 2,6-dimetoksifenol, siringaldazin i gvajakol, pogodni za

testiranje lakazne aktivnosti, u zavisnosti od koriSéenog reagensa se razlikuje osetljivost
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testa zbog Cega postoje razlike u dobijenim vrednostima lakazne aktivnosti [207]. S
obzirom na to da razliCita istraZivanje koriste po jedan, eventualno dva reagensa iz ove
grupe, nije uvek moguce uporediti sposobnost razli¢itih organizama da proizvode lakazu.
IstraZivanje koje su sproveli Margot i sar, [207] jedno od retkih istraZivanja koje koristi
sva Cetiri reagensa, a kako 7. versicolor pripada gljivama sposobnim da proizvedu jake
lakaze, bilo je pogodno za primenu za utvrdivanje potencijala izolata 7. hirsuta F13 1 S.
gausapatum F28. To je posebno znacajno kada se uzme u obzir Cinjenica da su u
dosadaSnjim istraZivanjima gljive 7. hirsuta koris¢eni ABTS 1 siringaldazin [229, 230], a
da lakzna ili bilo koja druga ligninoliticka aktivnost vrste S. gausapatum ranije nije
ispitivana. U istraZivanju sprovedenom tokom rada na ovoj disertaciji koriS¢en je gvajakol
test, koji je najmanje osetljiv i sa kojim se dobijaju najniZze vrednosti; medutim poredenje
sa istraZivanjem koje su sproveli Margot i sar. [207] je pokazalo da oba izolata, i T.
hirsuta F13 1 S. gausapatum F28, karakteriSe jaka lakazna aktivnost i da se mogu

kategorisati kao proizvodaci lakaze sa potencijalom za industrijsku upotrebu.

Kultivacioni uslovi su imali znacajan uticaj 1 na mangan peroksidaznu aktivnost
izolata F13 1 F28 (p<0,05). Slika 29 pokazuje ukupnu mangan peroksidaznu aktivnost
koju su dala ova dva izolata. SSF kultivacija je znacajno viSe pogodovala proizvodnji
mangan peroksidaza nego SF kultivacija. Statisti¢cki znacajna razlika u ispoljenim
aktivnostima je uocena i medu izolatima i1 u slu¢aju SSF (F,;56=1548,2, p<0,05) i SF
(F1.10=1753,9, p<0,05) kultivacije. Najvecu aktivnost od 24,1£+0,3 U/l je pokazao izolat
F28. Ova aktivnost je zabeleZena za SSF kultivaciju. U istim uslovima izolat F13 je
ispoljio aktivnost od 61 U/l. Proizvodnja mangan peroksidaza u SF uslovima je bila
slaba, izmerene aktivnosti su bile nize od 3 U/l. Na osnovu dobijenih rezultata se moze
zakljuciti da se ovi izolati ne bi mogli koristiti u submerznoj kultivaciji u tehnoloskim
procesima koji zahtevaju mangan peroksidaznu aktivnost. Takode, moze se zakljuciti na
osnovu rezultata postignutih SSF kultivacijom da S. gausapatum F28 pripada

proizvodacima mangan peroksidaza sa potencijalom za industrijsku upotrebu.

Lignin peroksidaznu aktivnost je tesko detektovati pomocu ekstrakata dobijenih
iz prirodnog supstrata koriS¢enog u proizvodnji ligninaza gljiva [231]. Lignin peroksidazna
aktivnost zabeleZena izolatom S. gausapatum F28 je bila na nivou statisticke greske (slika
30), vrednosti su bile nize od 1 U/l. Razlika u vrednostima dobijenim SF 1 SSF

kultivacijom nije bila statisticki znacajna (Fi307=2,22, p>0,05). Zbog male aktivnosti
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ispoljene u ovim testovima, kao i tokom skrininga, lignin peroksidazna aktivnost nije

ispitivana u daljem istraZivanju.

Mangan peroksidazna aktivnost (U/l)

' '
S. gausapatum F28 T. hirsuta F13
Izolat

Slika 29: Uticaj kultivacionih uslova na mangan peroksidaznu aktivnost izolata T. hirsuta

F131i8. gausapatum F28.
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Slika 30: Uticaj kultivacionih uslova na lignin peroksidaznu aktivnost izolata T. hirsuta F13

i S. gausapatum F28.

Prethodne studije su pokazale da 7. hirsuta proizvodi veoma aktivne lakaze [232,
233], Sto je primeceno i kod izolata 7. hirsuta F13. Medutim, F13 nije ispoljio lignin
peroksidaznu aktivnost. Analiza ekstracelularnih proteina koju su sproveli Vasina i sar.

[229] je pokazala da ova vrsta ne proizvodi lignin peroksidaze, ali da proizvodi lakaze 1
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mangan peroksidaze. Oni su takode zabeleZili da je pretezno zastupljen karakteristicni
protein lakaza u ligninolitickom sistemu vrste 7. hirsuta lakaza, Sto se moZe potvrditi i za
izolat F13. U ovom istraZivanju je prvi put detektovana lignin peroksidazna aktivnost vrste
S. gausapatum, dok su lakaznu i1 mangan peroksidaznu aktivnost prijavile i prethodne
studije [234].

Uticaj vlaznosti supstrata

U nastavku istraZivanja je ispitan uticaj vlaZnosti na lakaznu i mangan
peroksidaznu aktivnost (aktivnost mangan zavisnih 1 mangan nezavisnih peroksidaza), dok

lignin peroksidazna aktivnost viSe nije razmatrana.

U SSF kultivaciji vlaZznost supstrata moZe varirati od 20-85% [235, 236], mada
je visoka lakazna aktivnost uglavnom zabeleZena na supstratu sa 60% do 80% vlaZnosti
[237-239]. U ovom istraZivanju uticaj vlaZnosti je ispitivan supstratima ¢ija je inicijalna
vlaZznost bila 68% 1 75%. Kao $to se vidi na slici 31, viSe vrednosti lakazne aktivnosti su
dobijene na supstratu ¢ija je inicijalna vlaznost bila 75%. Razlika je bila statisticki
znacajna (p<0,05). ZabeleZene su aktivnosti od 1290+20 mU/g suvog supstrata za izolat
T. hirsuta F13 i 35015 mU/g suvog supstrata za izolat S. gausapatum F28. U istraZivanju
uticaja vlaZnosti supstrata i veliCine Cestica na proizvodnju lakaze gljivom Daedalea
flavida, Meehnian i sar [239] su zabeleZili 4.2610.38 U/g pomocu ABTS testa za uslove
vlaZnosti supstrata od 75%. Poredenjem ove vrednosti sa vrednostima zabeleZenim u
gvajakol testu moZe se zakljuciti da su oba izolata 1 F13 1 F28 ispoljila jaku lakaznu

aktivnost uslovima vlaznosti supstrata od 75%.
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Slika 31: Uticaj vlaZnosti na lakaznu aktivnost izolata T. hirsuta F13 i S. gausapatum F28.

Visoka vlaZznost supstrata je imala suprotan ili zanemarljiv efekat na mangan
peroksidaznu aktivnost (slika 32). Oba izolata su pokazala bolju aktivnost mangan
zavisnih peroksidaza na supstratu sa niZzim sadrZzajem vlage, medutim razlika u
vrednostima je bila statisticki znacaja samo u slucaju izolata S. gausapatum F28 (p<0,05),

dok u slucaju T. hirsuta F13 razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p>0,05).
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Slika 32: Uticaj vliaZnosti na aktivnost mangan zavisnih peroksidaza izolata T. hirsuta F13 i

S. gausapatum F28

Vlaznost je uticala i na aktivnost verzatil peroksidaza. Dok je na supstratu sa

inicijalnom vlazno$¢u od 68% zabeleZena aktivnost od 357 mU/g suvog supstrata
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izolatom F28, a 2613 mU/g suvog supstrata izolatom F13, na supstratu ¢iji sadrZaj vlage

je bio 75% nije zabeleZena ova aktivnost ni sa jednim izolatom (slika 33).
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Slika 33: Uticaj vlaZnosti na aktivnost mangan nezavisnih (verzatil) peroksidaza izolata T.

hirsuta F13 i S. gausapatum F28

Uticaj dodatka mineralnog medijuma i vremena inkubacije na ligninoliticku

aktivnost

Aktivnosti enzima proizvedenih na supstratu kome je dodat mineralni medijum
(LMS) su uporedene sa aktivnostima enzima proizvedenih na supstratu bez dodatka
minerala (SSAS). VlaZnost supstrata je bila 75%, vlaznost na kojoj su oba izolata i F13 i
F28 pokazala izuzetno jaku lakaznu aktivnost. Ovaj deo istraZivanja je sproveden sa
ciljem da se ispita da li odabrani izolati mogu da rastu na jednostavnom supstratu, t;j.
supstratu kome nisu dodati minerali, kako bi kasnije mogli da se primene u delignifikaciji
lignoceluloznog otpada. U zavisnosti od vrste gljive, kultivacionih uslova i vremena
inkubacije ligninoliti¢ka aktivnost moZe znacajno oscilovati [163]. Tabela 15 pokazuje da
su varijacije aktivnosti ligninolitickih enzima zavisile od vremena inkubacije, kao i to da

je dodatak minerala imao znacajan uticaj na tu zavisnost (p<0,05).
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Tabela 15: Enzimska aktivnost i proizvodnja proteina po jedinici mase supstrata i specificna

aktivnost dobijena na lignoceluloznom supstratu sa dodatim mineralnim medijumom (LMS)

i supstratu bez mineralnog medijum (SSdS) izolatima T. hirsuta F13 i S. gausapatum F28.

Enzim

Supstra

Vreme inkubacije (dani)

Izolat ¢ 3 5 7 10
Aktivnost (mU/g suve mase supstrata)
T. hirsuta LMS 481%1 1120£50 (12901+20)° (132447)¢
Lakaza izolat F13 SSdS  (389,2%0,8)" 621%1 (815%5)¢ (830£5)°

S. gausapatum  LMS (137£3)° 252+5 (3567)* (355%5)*
izolat F28 SSdS  (104,4+0,8)™ (144,4+0,8)° (74%1)¢ (63%1)°
T. hirsuta LMS - (6x1) - (1,37+0,01)

MnP izolat F13 SSdS (121)* (8+2)* (8.7£0.2)* (12£1)*
S. gausapatum  LMS  (6,18+0,01)*  (27,8+0,5) 6719 (3,4%0,1)*
izolat F28 SSdS (5,8%0,5) (25£1)" 39+1 (20,31£0,5)°
T. hirsuta LMS 6%1 - - -

VP izolat F13 SSdS - 812 - -
S. gausapatum  LMS - - - -
izolat F28 SSdS - - - -
yYm(IMg proteina/g suve mase supstrata)
T. hirsuta LMS 2,0+0,2 2,210,2 2,604 2,810,6
izolat F13 SSdS 2,410,2 2,410,7 (4,240,4) 2,710,3
S. gausapatum  LMS 3,31%0,4 2,810,1 2,510,2 3,5+0,1
izolat F28 SSdS (3,910,2)° 3,240,2 (5,940,4) (4,240,2)
Aktivnost(mU/mg proteina)
T. hirsuta LMS (150£20) (410+20)° 510£30 (380+10)°
Lakaza izolat F13 SSdS (99£5)° 19010 (140£10)* 19719

S. gausapatum  LMS (41£5)° (91x4)° (1411£9)* (101x4)°
izolat F28 SSdS (27£1)° (4542)° (12,4+£0,8)°  (15,0£0,7)°
T. hirsuta LMS - (2,11£0,09)* - (0,39+0,01)

MnP izolat F13 SSdS (3,0%0,1) (2,6£0,1)*  (1,46x0,09)*  (2,910,1)"
S. gausapatum  LMS (1,910,2)* (10,0+0,4)° 272 (0,97+0,03)
izolat F28 SSdS  (1,48%+0,07)*  (7,8%0,4)® (6,5£0,4)° (4,8+0,2)*
T. hirsuta LMS 1,810,2 - - -

VP izolat F13 SSdS - 2,310,1 - -

S. gausapatum  LMS - - - -
izolat F28 SSdS - - - -

*Izmerene vrednosti koncentracije proteina koje su se znacajno razlikovale od ostalih izmerenih vrednosti

(p<0,05). Razlike u aktivnosti odredenih enzima su bile statisticki znacajne (p<0,05). Istim slovom u

superskriptu su obeleZene vrednosti koje se nisu medusobno znacajno razlikovale. MnP=mangan zavisna

peroksidaza, VP=Verzatil peroksidaza.
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Oba izolata su pokazala visoku lakaznu aktivnost na SSdS. Izmerene aktivnosti
su se razlikovale u zavisnosti od dana inkubacije (tabela 15). Najveca vrednost od 132417
mU/g supstrata (LMS) 1 830£5 mU/g supstrata (SSAS) su zabeleZene desetog dana
inkubacije. Razlika je bila statisticki znacajna (p<0,05), ali je i vrednost lakazne
aktivnosti zabeleZena na SSdS bila veoma visoka. U slucaju izolata S. gausapatum F28, u
zavisnosti od toga da li su u supstrat dodati ili ne minerali, razlikovalo se vreme postizanja
maksimalne aktivnosti. Tako je na LSM supstratu maksimum lakazne aktivnosti od 355+5
mU/g supstrata zabeleZen desetog dana inkubacije, dok je na SSdS supstratu maksimalna

vrednost 144,4+0,8 mU/g supstrata postignuta petog dana inkubacije.

Kao $to je ocekivano, viSe vrednosti mangan peroksidazne aktivnosti su
zabeleZena sa izolatom S. gausapatum F28 u odnosu na izolat T. hirsuta F13. Vrednosti
mangan peroksidazne aktivnost su se menjale sa vremenom inkubacije (Tablea 15).
Uocene razlike su bile statisticki znacajne (p<0,05). Sa izolatom F28 je postignuta
maksimalna aktivnost sedmog dana inkubacije i na LMS (6719 mU/g supstrata) i na SSdS
(39£1 mU/g supstrata). Razlika u aktivnostima postignuta dodavanjem minerala u supstrat
u odnosu na uslove bez dodatka, je bila statisticki znacajna (p<0,05), ali postignuti
rezultati potvrduju da S. gausapatum F28 izolat ispoljava jaku mangan peroksidaznu
aktivnost 1 na jednostavnom supstratu, i da se podeSavanjem kultivacionih uslova ova
aktivnost moZe joS unaprediti. 7. hirsuta F13 je ispoljila bolju mangan peroksidaznu
aktivnost na SSdS, mada je zabeleZena aktivnost bila niska (tabela 15). Izolat S.
gausapatum F28 nije ispoljio verzatil peroksidaznu aktivnost ni jednog dana inkubacije.
Razlog mogu biti neadekvatni uslovi vlaZnosti supstrata, s obzirom na to da je u
prethodnim analizama tek na 68% vlaznosti ovaj izolat ispoljio aktivnost mangan
nezavisnih peroksidaza. U slucaju izolata 7. hirsuta F13, verzatil peroksidazna aktivnost je
detektovana jedino treceg dana na LMS supstratu (61 mU/g supstrata) i petog dana na

SSdS supstratu (8+2 mU/g supstrata).

Izmerena proizvodnja proteina po masi supstrata tokom razli¢itih dana inkubacije
je sluzila za odredivanje specificne aktivnosti enzima (tabela 15). Specificna aktivnost je
mera Cistoce enzima [240]. Visa aktivnost 1 manja proizvodnja proteina ukazuje na to da
je manje nezeljenih proizvoda proteinskog porekla dobijeno [240]. U ovom istraZivanju,
na LMS-u su zabelezZene statisticki znacajno viSe vrednosti enzimskih aktivnosti (p<0,05),

dok su na SSdS-u zabeleZene viSe vrednosti mase proteina po jedinici mase supstrata (mg
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proteina/g mase supstrata). Rezultati su pokazali da dodavanje minerala u lignocelulozni
supstrat moZe znacajno da unapredi kvalitet proizvoda ukoliko je cilj proizvodnja enzima.
Maksimalna specifi¢na aktivnost lakaze od 19729 mU/mg (7. hirsuta F13) i 4522 mU/mg
(S. gausapatum F28) 1 mangan peroksidazna aktivnost od 3,0+0,1 mU/mg (7. hirsuta
F13) 1 7,8+0,4 mU/mg (S. gausapatum F28) postignute na SSdS (tabela 15) potvrduju da
su ova dva izolata dobar izvor jakih ligninolitickih enzima i da bi se mogli koristiti u

tretmanu lignoceluloznog supstrata radi uklanjanja lignina.

Redukcija biomase i lignina

U ispitivanju sposobnosti delignifikacije lignoceluloznog materijala izolatima F13
1 F28 koriS¢ena je piljevina bukve, otpad iz drvopreradivacke industrije. Ovaj otpad je
jeftin 1 Siroko rasprostranjen u Srbiji. Ovaj supstrat je sastavljen od malih Cestica zbog
¢ega nije potrebno dodatno ulaganje energije za njegovu pripremu. Takode, on se ponasa
kao induktor nekih ligninoliti¢kih enzima, kao $to je lakaza, i odlikuje se velikim udelom
lignina zbog ¢ega je pogodan za ispitivanje sposobnosti gljiva za razgradnju lignocelulozne
biomase [241]. Supstrati su inokulisani izolatima zasebno, i inkubirani 35 dana u mraku
na 30 °C. Nakon bioloskog predtretmana je odreden maseni udeo (%) preostalog lignina i
biomase (slika 34).
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Slika 34: Razgradnja lignina i biomase izolatima T. hirsuta FI13 i S. gausapatum F28.

Stupci na grafiku predstavljaju procenat mase suvog supstrata, udeo Klasonovog lignina,
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lignina rastvornog u kiselinama i ukupnog lignina u suvoj masi supstrata pre i posle
tretmana. Asteriskom su obeleZene statisticki znacajne razlike (p<0,05) izmedu preostalog
lignina (lignina nakon predtretmana) i kontrole (inicijalne mase lignina), kao i preostale
mase supstrate (mase supstrata nakon predtretmana) i inicijalne mase supstrata (kontrole).

Sve vrednosti su racunate u odnosu na inicijalnu masu.

Vrste 7. hirsuta i S. gausapatum pripadaju grupi gljiva koje izazivaju belo
truljenje. Ovoj grupi pripadaju selektivni razgradivaci lignoceluloznog supstrata (gljive
koje brZe razgraduju lignin nego holocelulozu) i neselektivni razgradivaci (gljive koje
simultano uklanjaju i holocelulozu i lignin). Selektivna razgradnja gljive T. hirsuta je vec
demonstrirana [230]. Ovaj tip razgradnje lignoceluloznog supstrata je poZeljniji u
predtretmanu jer obezbeduje da se ocuva viSe holoceluloze. Ligninoliti¢ka aktivnost vrste
S. gausapatum ranije nije istraZivana. Studije koje su se bavile analizama trulog drveta sa
kog je prikupljen S. gausapatum su zakljucile da ova vrsta izaziva simultanu razgradnju
lignoceluloznog materijala [242]. Medutim, s obzirom na to da je u pitanju primarni
kolonizator grana hrasta, od vrste S. gausapatum se ocekivalo da poseduje dobru

ligninoliticku aktivnost [243].

Oba izolata, i T. hirsuta F13 i S. gausapatum F28, su redukovala biomasu (slika
34). Redukcija inicijalne biomase je bila statistiCki znacajna (p<0,05). Nakon 35 dana
predtretmana izolatom F13 zabelezen je gubitak biomase od 19%, dok je gubitak
zabeleZen nakon predtretmana izolatom F28 iznosio 24%. Bez obzira na to Sto je S.
gausapatum F28 smanjio inicijalnu biomasu viSe nego 7. hirsuta F13, razlika nije bila
statisticki znacajna (p>0,05). Kao Sto je 1 ocekivano, oba izolata su razgradila deo lignina.
Redukcija ukupnog lignina je bila znacajna. Ukupan gubitak lignina nakon tretmana
izolatom F13 je bio 33,8%, dok je tretmanom izolatom F28 uklonjeno 28,8% lignina. 7.
hirsuta F13 je bolje razgradila Klasonov lignin (gubitak lignina 28%) nego lignin
rastvoran u kiselinama (gubitak 19%), dok je S. gausapatum viSe razgradio lignin
rastvoran u kiselinama (gubitak 24%) nego Klasonov lignin (19%). Vecéa redukcija
biomase 1 manja razgradnja lignina postignuti izolatom F28 su verovatno posledica vece
razgradnje holoceluloze. Za analizu efikasnosti uklanjanja lignina neophodno je bilo
iskoristiti indeks selektivnosti. Indeks selektivnost je izracunat kao odnos ukupnog gubitka
lignina prema ukupnom gubitku biomase (mi/m;) [231]. ViSa vrednost indeksa je

dobijena za izolat F13 (1,7) nego za F28 (1,1) Sto je ukazalo na vecu selektivnost
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razgradnje lignoceluloznog materijala izolatom F13. U istraZivanju koje sproveo Fukasawa
1 sar. [244], vrSena je razgradnja japanske bukve razli¢itim izolatima, medu kojima je bila
i vrsta T. hirsuta. Tom prilikom je zabeleZen indeks selektivnosti 1,0 za gljiva 7. hirsuta.
Prema Liers i sar. [231], mi/m; odnos izmedu 1,0 i 1,9 ukazuje na visoku efikasnost
razgradnje lignina, Sto ukazuje na visoku efikasnost razgradnje lignina oba izolata, i 7.

hirsuta F13 1 S. gausapatum F28.

Zbog vece selektivnosti u tretmanu lignoceluloznog supstrata, izolat 7. hirutsa
F13 je procenjen kao povoljniji za primenu u predtretmanu zbog ¢ega je odabran za dalje

istraZivanja.

4.4. Unapredenje ligninolitiCke aktivnosti izolata 7. hirsuta
F13 primenom eksperimentalnog dizajna i suplementacijom

melasnom dzibrom

U nastavku istraZivanja je ispitana mogucénost primene melasne dZibre kao
suplementa za unapredenje ligninoliticke aktivnosti izolata 7. hirsuta F13 1 izvrSena je
optimizacija uslova predtretmana piljevine bukve ovom gljivom. Izolat 7. hirsuta F13 je
odabran kao najpovoljniji za primenu u predtretmanu lignocelulozne biomase na osnovu

stepena selektivnosti ispoljenog prilikom razgradnje ove vrste supstrata.

4.4.1. Melasna dzibra kao suplement za unapredenje ligninolitiCke

aktivnosti

S obzirom na to da su prethodne analize pokazale da se dodatkom mineralnog
medijuma (LBM) u lignocelulozni supstrat moZe znacajno unaprediti ligninoliticka
aktivnost izolata 7. hirsuta F13, naredni korak je bio pokuSaj primene melasne dzibre —
otpada iz industrije alkohola — kao suplementa za unapredenje ligninoliticke aktivnosti
odabranog izolata. Cilj ove faze istrazivanje je bio razvijanje jeftine metode unapredenja
predtretmana lignoceluloznog otpada koja u isto vreme daje doprinos reSavanju problema

skladiStenja otpadne melasne dZibre — jednog od najvecih zagadivaca vodotokova.

Preliminarne analize su pokazale da melasna dzibra ima veliki potencijal kao

suplement za unapredenje ligninoliticke aktivnosti izolata 7. hirsuta F13. Kultivacioni
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uslovi u preliminarnim analizama su ukljucivali inkubaciju na temperaturi od 30 °C i
vlaznost lignocelulaznog supstrata (piljevine bukve) od 70% koja je podeSena dodavanjem
odgovarajuce zapremine destilovane vode, LBM, 20% rastvora melasne dzibre ili 10%
rastvora melasne dZibre. pH vrednost LBM i rastvora dZibre su podesSeni na 5,5 kako bi se

postigli §to uniformniji uslovi za adekvatno poredenje.

Sa dodatkom melasne dZibre su dobijeni znacajno bolji rezultati nego sa
dodatkom LBM ili samo primenom destilovane vode (slika 35), ali je i uoceno da su
razli¢ite koncentracije dZibre razliito uticale na ispoljavanje lakazne ili mangan
peroksidazne aktivnosti. Ono $to se moglo zakljuciti ve¢ na osnovu preliminarnih analiza
je da je za postizanje jake lakazne aktivnosti potrebno Koristiti rastvor melasne dZibre
veée koncentracije nego za postizanje visoke mangan peroksidazne aktivnosti. Medutim,
preliminarne analize su pokazale i da nerazblazena dZibra deluje inhibitorno na rast gljive,
zbog Cega je bilo neophodno pronaéi odgovarajuée razblaZzenje ovog agensa kako bi se
dobili Zeljeni rezultati. Ranija istraZivanja u kojima je ispitivana mogucénost koriSéenja
ligninolitickih gljiva u tretmanu melasne dZibre radi smanjenja njenog negativnog efekat
na vodene ekosisteme su takode koristila razli¢ita razblaZzenja ovog agensa radi postizanja
dobrih rezultata [143, 245, 246].
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Slika 35: Poredenje lakazne (a) i mangan peroksidazne aktivnosti (b) primenom razlicitih
agenasa: 10% rastvora dzibre, 20% rastvora dZibre, destilovane vode (dH>0) i mineralnog

medijuma (LBM)
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Nakon potvrde u preliminarnim analizama da bi melasna dZibra mogla da posluZi
kao suplement za unapredenje Zeljene ligninoliticke aktivnosti, primenjene su metode

eksperimentalnog dizajna radi daljeg ispitivanja i optimizacije kultivacionih uslova.

4.4.2. Frakcionisani faktorijski dizajn

Frakcionisani faktorijski dizajn (FFD) je koriS¢en za selekciju kultivacionih
faktora koji imaju najveci uticaj na proizvodnju lignocelulolitickih enzima izolata T.
hirsuta F13. Eksperimentima su obuhvadeni sledeci faktori: veli¢ina inokuluma,
koncentracija dZibre, vlaZnost supstrata, temperatura i pH vrednost. Glavni fokus FFD je
bio na lakaznoj aktivnosti i aktivnosti mangan zavisnih peroksidaza jer su u pitanju
dominantne ligninoliti¢ke aktivnosti ovog izolata koje je potrebno optimizovati da bi se
postigla efikasnost u tretmanu lignoceluloznog otpada. Uticajni faktori su odabrani
primenom 2°2-FFD koji je dopunjen preklopnim dizajnom ¢ime je rezolucija III povecana

na V [181, 193] i omoguéeno nepristrasno procenjivanje uticaja glavnih efekata.

U analizi uticaja glavnih efekata koriS¢ena je ANOVA (tabela 16). Rezultati su
pokazali da su vlaZnost supstrata i temperatura imali najveci uticaj na lakaznu aktivnost,
dok je koncentracije dZibre najviSe uticala na aktivnost mangan zavisnih peroksidaza
(MnP). Ova analiza nije pokazala znacajan uticaj vlaZnosti supstrata na MnP aktivnost, §to
moZe biti posledica uskog opsega vrednosti ovog faktora koji je koriSéen u
eksperimentima. Prethodne analize su ve¢ pokazale da vlaznost supstrata znac¢ajno utice i
na MnP i na lakaznu aktivnost izolata T. hirsuta F13; kada su vrednosti iznad 75%
dominira lakazna aktivnost, dok su vrednosti ispod 70% mnogo povoljnije za MnP

aktivnost (poglavlje 4.3.2).

Pomocu skrining dizajna su koncentracija dZibre, vlaznost supstrata i temperatura
identifikovani kao faktori sa najve¢im uticajem na ukupnu ispitanu ligninoliticku aktivnost

izolata 7. hirsuta F13 i odabrani za dalja ispitivanja i optimizaciju.
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Tabela 16: Znacajnost regresionih koeficijenata glavnih efekata dobijenih za za linearno

fitovan model preklopnog dizajna: A — velicina inokuluma, B — koncentracija melasne

dzibre, C —vlaZnost supstrata, D — temperatura, E — inicijalna pH.

Lakazna aktivnost

Procena Std. Greska t vrednost Pr(>Itl)
(Presek) 69,2719 6,8764 10,074 1,49e-06 ***
A -6,3331 6,8764 -0,921 0,37874
B 8,2719 6,8764 1,203 0,25671
C 14,7631 6,8764 2,147 0,05736 .
D -21,8881 6,8764 -3,183 0,00977 **
E -0,3744 6,8764 -0,054 0,95765
Kodovi znac¢ajnosti: 0 “****” 0,001 “** 0,01 ** 0,05’ 0,1 “’ 1
MnP aktivnost

Procena Std. Greska t vrednost Pr(>Itl)
(Presek) 16,86688 0,98444 17,133 9,68e-09 ***
A 0,71312 0,98444 0,724 0,4854
B -1,81063 0,98444 -1,839 0,0957 .
C -0,08313 0,98444 -0,084 0,9344
D 0,24563 0,98444 0,250 0,8080
E -0,83187 0,98444 -0,845 0,4179

Kodovi znacajnosti: 0 “*** 0,001 “** 0,01 *** 0,05

4.4.3. Centralni kompozitni dizajn

Uticaj interakcija odabranih faktora na lakaznu i MnP aktivnost je dalje ispitivan

primenom centralnog kompozitnog dizajna (CCD). Matrica centralnog kompozitnog

dizajna sa kodiranim i stvarnim vrednostima ispitivanih faktora, kao i predvidene i

izmerene vrednosti lakazne i MnP aktivnosti prikazane su u tabeli 17.
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Tabela 17: Matrica centralnog kompozitmog dizajna sa predvidenim i izmerenim
vrednostima odgovora (lakazne aktivnosti i MnP aktivnosti). Podaci su prikazani
standardnim redosledom eksperimenata: A je koncentracija dZibre (%), B je viaZnost
supstrata (%), C je temperatura inkubacije (°C). Originalne vrednosti faktora su date u

zagradi pored odgovarajucih kodiranih vrednosti.

Lakazna Lakazna MnP MnP
aktivnost - aktivnost - aktivnost- aktivnost-

A B C izmerena predvidena izmerena predvidena
Eksp. (%) (%) (°C) (un (Un (Un (Un
1 -1 (8) -1(60) -1(24) 67,73 74,60 80,50 75,32
2 -a*(4,34) 0(70) 0@27) 73,20 73,26 70,45 68,55
3 1 (18) -1(60) -1(24) 70,03 64,07 73,40 74,23
4 a’(21,66) 0(70) 0(@27) 63,80 70,35 78,00 75,49
5 -1 (8) 1(80) -1124) 143,10 131,94 16,30 18,43
6 0(13) -a*(53) 0(27)  30,70° 24,75 69,50 69,10
7 1(18) 1(80) -1(24) 105,10 101,16 7,40 4,04
8 0(13) a’(87) 0@27) 146,00 158,55" 4,45" 0,44°
9 -1 (8) -1(60) 1@30) 34,60 33,59 21,40 28,07
10 0(13) 0(70) -a“(22) 56,20 61,97 44,30 49,14
11 1(18) -1(60) 1@30) 54,80 61,01 49,30 50,48
12 0(13) 0(70) «a*(33) 75,00 75,83 38,30 29,05
13 -1(8) 1(80) 130) 150,00 151,00 16,50 18,98
14 0(13) 0(70) 0@27) 62,90 62,59 88,20" 82,51°
15 1(18) 1(80) 1(30) 170,00 158,17 19,60 28,09
16 0(13) 0(70) 0@27) 60,10 62,59 70,90 82,51
17 0(13) 0(70) 0@27) 89,40 82,08 87,30 71,09
18 0(13) 0(70) 0@27) 84,60 62,59 75,20 82,51
19 0(13) 0(70) 0@27) 5740 82,08 59,50 71,09
20 0(13) 0(70) 0@27) 63,50 82,08 65,40 71,09
21 0(13) 0(70) 0@27) 98,20 82,08 85,40 71,09
4a=1,73

"minimalne i maksimalne predvidene i izmerene vrednosti odgovora.

Opseg vrednosti vlaznosti supstrata je proSiren u odnosu na opseg primenjen u
FFD eksperimentima sa ciljem da se prikupi viSe informacija o uticaju ovog faktora na

ligninoliticki sistem izolata 7. hirsuta F13, posebno na MnP aktivnost. Faktori koji nisu
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ispoljili znacajan efekat tokom FFD su drZani na niZoj vrednosti zbog ekonomicnosti

samog procesa (pH je odrZavana na 5, a veli¢ina inokuluma je bila 3 diska).

Da bi se mogla objasniti korelacija koja postoji izmedu odgovora (lakazna
aktivnost i MnP aktivnost) i primenjenih kultivacionih faktora, generisane su polinomalne
jednacine drugog reda (jednacine 27 1 28):

y Lacc=82,08—19,49-Blok —0,84- A+38,62-B+4,0-C—5,06-A-

27
9,49-A-C+15,02-B-C+3,07-A’+9,69-B°+2,10-C* 27)

yMnP=71,09+11,42-Blok +2,01- A—19,82-B—5,80-C—3,33-A

5,88-A-C+11,95-B-C—3,4980-A°—15,91-B°— 14,47 -C’ (28)

gde je Blok efekat blokiranja, A je koncentracija dZibre, B je vlaZnost supstrata, C je
temperatura inkubacije, y Lacc je predvidena vrednost lakazne aktivnosti, a y MnP

je predvidena vrednost aktivnosti mangan zavisnih peroksidaza.

Analiza kvaliteta modela

Kvalitet generisanih modela i statisticka znacajnost regresionih koeficijenata su
ispitani primenom regresione analize 1 ANOVA analize (tabela 18 i tabela 19). P-vrednost
niZza od 0.05 je uzeta kao prag statisticke znacajnosti efekta. P-vrednost dobijena za model
lakazne aktivnosti iznosi 0,00034 (F=11,29), dok p-vrednost dobijena za model MnP
aktivnosti iznosi 0,00017 (F=13,15) Sto ukazuje na to da su oba modela statisticki

znacajna.

Vrednosti viSestrukog i prilagodenog R? dobijene za model lakazne aktivnosti
iznose redom ~0,92 i ~0,84, dok vrednosti viSestrukog i prilagodenog R* dobijene za
model MnP aktivnosti iznose redom ~0,93 i1 ~0,86. U sluc¢aju oba modela razlika izmedu
viSestrukog i prilagodenog R? nije velika kada se uzme u obzir da se radi o prirodnom
sistemu. Regresiona i ANOVA analiza su pokazale da je Blokiranje imalo znacajan uticaj
na ispitivani sistem zbog c¢ega je koeficijent procenjen za Blok bilo potrebno ukljuciti u
jednacine 27 1 28. F-vrednost od 0,5902 dobijena za lakaznu aktivnost i 0,5379 za MnP
aktivnost pokazuju da nedostatak fitovanja (eng. lack of fit) nije bio statisti¢ki znacajan, tj.

pokazuju da se dobijeni podaci dobro uklapaju u model.
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Tabela 18: Test znacajnosti regresionih koeficijenata i ANOVA analiza modela lakazne

aktivnosti: A — koncentracija dZibre; B — vlaZnost supstrata,; C — temperatura.

Analiza modela lakazne aktivnosti

Test znacajnosti regresionih koeficijenata

Procena Std. greSka t vrednost Pr(>Itl)

(Presek) 82,08071  6,58959 12,4561 2,055e-07 **%*
Blok -19,48833  6,87623 -2,8342 0,01773 *

A -0,84152  4,16763 -0,2019 0,84403

B 38,62468  4,16763 9,2678 3,177e-06 ***
C 4,00018 4,16763 0,9598 0,35978

A:B -5,0625 5,51325 -0,9182 0,38011

A:C 9,4875 5,51325 1,7209 0,11601

B:C 15,02 5,51325 2,7243 0,02140 *
AN2 3,07048 3,84654 0,7982 0,44327

B”2 9,68714 3,84654 2,5184 0,03047 *
Cr2 2,10381 3,84654 0,5469 0,59642

Kodovi znacajnosti: 0 “*** 0,001 “** 0,01 ***0,05°0,1 "1

ViSestruki R-kvadrat: 0,9186, Prilagodeni R-kvadrat: 0,8372

F-statistika: 11,29 on 10 and 10 DF, p-vrednost: 0,00034 Znacajan
ANOVA analiza
Sredina

Stepeni Suma zbira

slobode Kvadrata kvadrata F vrednost Pr(>F)
Blok 1 1953,2 1953,2 8,0325 0,01773
FO(A,B,C) 3 21120,1 7040 28,9513 3,036E-05
TWI(A,B,C) 3 2729,9 910 3,7422 0,04889
PQ(A,B,C) 3 1644 548 2,2536 0,14464
Reziduali 10 2431,7 2432
Nedostatak Nije
fitovanja 5 902,5 180,5 0,5902 0,71158 znacajan
Cista greska 5 1529,2 305,8
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Tabela 19: Test znacajnosti regresionih koeficijenata i ANOVA analiza modela mangan

peroksidazne aktivnosti: A — koncentracija dZibre; B — vlaZnost supstrata; C — temperatura.

Analiza modela MnP aktivnosti

Test znacajnosti regresionih koeficijenata

Procena Std. greSka t vrednost Pr(>Itl)

(Presek) 71,0905 4,5465 15,6363 2,344e-08 *#*
Blok 11,4222 4,7443 2,4076 0,0368347 *

A 2,0055 2,8755 0,6975 0,5014112

B -19,8193  2,8755 -6,8926 4,232e-05 ***
C -5,7995 2,8755 -2,0169 0,0713505 .
A:B -3,325 3,8039 -0,8741 0,4025622
A:C 5,875 3,8039 1,5445 0,1535044
B:C 11,95 3,8039 3,1415 0,0104827 *
AN2 -3,498 2,6539 -1,3181 0,2168784
B”2 -15,9147  2,6539 -5,9967 0,0001327 *#**
Cr2 -14,473 2,6539 -5,4534 0,0002795 **3*

Kodovi znacajnosti: 0 “** 0,001 “** 0,01 *** 0,05 °° 0,1 ** 1

ViSestruki R-kvadrat: 0,9293, Prilagodeni R-kvadrat: 0,8587

F-statistika: 13,15 on 10 and 10 DF, p-vrednost: 0,0001743 Znacajan
ANOVA analiza
Sredina

Stepeni Suma zbira

slobode Kvadrata kvadrata F vrednost Pr(>F)
Blok 1 671 670,97 5,7965 0,0368347
FO(A, B, C) 3 6026,4 2008,81 17,354 0,0002735
TWI(A, B, C) 3 1507 502,33 4,3396 0,0334201
PQ(A, B, ) 3 7018,7 2339,56 20,2113 0,0001446
Reziduali 10 1157,6 115,76
Nedostatak Nije
fitovanja 5 404,9 80,97 0,5379 0,743691 znacajan
Cista greska 5 752,7 150,54
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Procenjena AP vrednost pokazuje dobar signal oba modela. AP vrednost meri
odnos signala i1 Suma i pomaZe da se proceni prosecna greSka predvidanja. AP vrednost
veda od 4 se preporucuje [247], a vrednosti dobijene za lakazni i MnP model iznose

redom 11,85 and 10,54.

Grafici dijagnostike regresije modela lakazne 1 MnP aktivnosti (slike 36 1 37) su
potvrdili pretpostavke regresionog modela [248]: linearnost, normalnu distribuciju,

homoskedasti¢nost 1 prisustvo/odsustvo uticajnih tacaka.

Na slikama 36a) i 37a) se uocava da horizontalna linija nema konkretan oblik, tj.
ne pokazuje neki trend. Vecina tataka MnP modela (slika 37a) je smeStena na desnoj
polovini grafika dok su tacke lakaznog modela (slika 36a) preteZzno u centru grafika,
medutim nema vecih rezidualnih tacaka kao i taCaka ekstrema (eng. outliers) zbog cega se

moZe potvrditi linearnost modela [248].
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Slika 36: Grafici dijagnostike regresije modela lakazne aktivnosti: a) Rezidual prema
Fitovanju (eng. Residuals vs. Fitted) grafik ispituje linearnu vezu medu promenljivim; b)

Normalni Q-Q (eng. Normal Q-Q) grafik ispituje distribuciju podataka modela; c) Skala-
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lokacija (eng. Scale-location) grafik ispituje homoskedasticnost modela; d) Reziduali prema
Meri Uticaja (eng. Residuals vs. Leverage) ispituje uticajne tacke, vrednosti Kukovih

distanci (eng. Cook's distances) su manje od 0.5.
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Slika 37: Grafici dijagnostike regresije modela MnP aktivnosti: a) Rezidual prema Fitovanju
(eng. Residuals vs. Fitted) grafik ispituje linearnu vezu medu promenljivim; b) Normalni Q-
Q (eng. Normal Q-Q) grafik ispituje distribuciju podataka modela; c) Skala-lokacija (eng.
Scale-location) grafik ispituje homoskedasticnost modela; d) Reziduali prema Meri Uticaja
(eng. Residuals vs. Leverage) ispituje uticajne tacke, vrednosti Kukovih distanci (eng. Cook's

distances) su manje od 0.5.

Normalni Q-Q grafik (eng. Normal Q-Q) ispituje da li je raspodela reziduala
normalna [248]. Generalno gledano reziduali lakaznog i MnP modela (slike 36b i 37b)
veéinom leze na pravoj liniji zbog Cega se moZe potvrditi normalna raspodela za

generisane modele [248].

Skala-lokacija (eng. Scale-Location) grafici prikazani na slikama 36¢) 1 37c)
ispituju homoskedasti¢nost [248]. Slucajna raspodela kvadratnog korena standardizovanih

reziduala je evidentna i, bez obzira na uticaj dve tacke koji se uocava na desnoj strani
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Skala-lokacija grafika lakaznog modela prikazanog na slici 36¢, ni jedna strana nije viSa u

odnosu na drugu i pretpostavka homoskedasti¢nosti moZe biti potvrdena.

Poslednji grafik (Reziduali prema meri uticaja; eng. Residuals vs. Leverage)
ispituje prisustvo uticajnih tacaka. Sve tacke bi trebalo da budu na distanci manjoj od 0,5
(Kukova distanca; eng. Cook's distances) [248]. Slike 36d 1 37d ne pokazuju uticajne tacke
ni u slucaju lakaznog ni MnP modela. Kukove distance svih tacaka i modela lakazne

aktivnosti 1 modela MnP aktivnosti su manje od 0,5 (slika 38).
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Slika 38: Vrednosti Kukovih distanci rezidualnih tacaka modela lakazne aktivnosti (a) i

modela MnP aktivnosti (b)

Uticaj ispitivanih faktora na lakaznu i mangan peroksidaznu aktivnost izolata
T. hirsuta F13

Za bolje razumevanje efekata koje faktori i1 faktorske interakcije imaju na
lakaznu i MnP aktivnost, konstruisani su 3D grafici i grafici kontura (slike 39 i 40)
crtanjem vrednosti odgovora u odnosu na bilo koja dva faktora dok je treéi faktor zadrZan
na svom centralnom nivou (0). Analiza odgovora povrsine je pokazala da su zahtevi za
proizvodnju lakaza 1 MnP kontradiktorni i da se, u zavisnosti od Zeljenog finalnog
rezultata, kultivacionim uslovima moZe manipulisati radi unapredenja proizvodnje jednog

ili drugog enzima.
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Slika 39: 3D grafici i grafici kontura pokazuju uticaj (a) koncentracije dZibre i vlaznosti
supstrata pri temperaturi 27 °C, (b) koncentracije dZibre i temperature pri viaZnosti 70%,

(c) vlaZnosti supstrata i temperature pri koncentraciji dZibre 13% na lakaznu aktivnost
izolata T. hirsuta F13.

Minimaks oblik grafika odgovora povrSine [181] dobijen za model lakazne
aktivnosti (slika 39) sa stacionarnim tackama koje ukljuuju koncentraciju dZibre od
19,47%, vlaznost supstrata od 62,4% i temperaturu inkubacije od 23,54 %, ukazuju na to
da lakazna aktivnost, tj. da proizvodnja lakaze, moZe dodatno da se unapredi. Ova
aktivnost brzo raste sa porastom vlaznosti supstrata i u uslovim visoke vlaznosti supstrata
(80% 1ili vise) varijacije koncentracije dzZibre neznatno uti¢u na lakaznu aktivnost (slika
39a). Lakazna aktivnost brzo raste i sa simultanim povefanjem temperature i
koncentracije dZibre (slika 39b), kao i sa simultanim povecanjem vlaZnosti supstrata i
temperature (slika 39c). Na osnovu analize odgovora povrSine, visoke vrednosti
koncentracije dZibre (viSe od 20%), vlaZnosti supstrata (preko 80%) i temperature (preko
28 °C) su potrebni za postizanje visoke lakazne aktivnosti izolata 7. hirsuta F13. Najbolja
aktivnost zabeleZena u eksperimentima 170 U/l je postignuta u uslovima koncentracije

dzibre od 18%, vlaznosti supstrata od 80% i temperature od 30 °C (tabela 17 eksperiment
15).
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Slika 40: 3D grafici i grafici kontura pokazuju uticaj (a) koncentracije dzibre i vlaZnosti
supstrata pri temperaturi 27 °C, (b) koncentracije dZibre i temperature pri viaZnosti 70%,

(c) vlaZnosti supstrata i temperature pri koncentraciji dZibre 13% na MnP aktivnost izolata
T. hirsuta F13.

Za razliku od lakazne aktivnosti, znatno nize vrednosti koncentracije dZibre,
vlaZnosti supstrata i temperature su potrebne za proizvodnju MnP. Sa grafika odgovora
povrSine konstruisanih za model MnP aktivnosti (slika 40) evidentno je da vlaZnost
supstrata (slika 40a) ili temperatura (slika 40b) znatno viSe uti¢u na MnP aktivnost nego
koncentracija dZibre. MnP aktivnost ubrzano opada sa porastom temperature preko 28 °C
1 vlaznosti supstrata preko 70%, dok se neznatno menja sa promenama koncentracije
melasne dzibre. Stacionarne tacke grafika odgovora povrSine konstruisanih za model MnP

aktivnosti su koncentracija dZibre od 14,36%, vlaznost supstrata od 61,65% i temperatura
od 25,53 °C. Ove tacke definiSu uslove za postizanje najvisih vrednosti MnP aktivnosti. U
ovom slucaju stacionarne tacke se nazivaju tackama maksimuma i smatraju se optimalnim
uslovima za ispitivani odgovor [181]. Najvisa aktivnost zabeleZena u eksperimentima je
postignuta centralnim vrednostima ispitivanih faktora (tabela 17 eksperiment 14) koje su
smesStene u stacionarnom regionu modela MnP aktivnosti. Dobijene vrednosti optimalne
vlaZnosti supstrata i temperature se podudaraju sa literaturnim podacima, s obzirom na to
da su je opseg 60-66% cesto prijavljivan kao optimalna vlaznost supstrata, a temperatura
izmedu 25 i 30 °C kao optimalna temperatura proizvodnje MnP, mada konkretna

vrednost zavisi od vrste gljiva [249-252]. NiZa koncentracija dZibre je potrebna za
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proizvodnju MnP u odnosu na lakazu. Ipak, ova koncentracija treba da bude iznad 12% da

bi se osigurala visoka MnP aktivnost (slika 40a 1 b).

4.4.4. Optimizacija predtretmana primenom funkcije poZeljnosti i

genetickog algoritma

Odabir odgovaraju¢ih organizama i optimizacija procesnih parametara su
obavezni za efikasnu biokonverziju lignoceluloznog predtretmana [253]. Optimizacija
procesa predtretmana u ovom istraZivanju je vrSena primenom metode optimizacije
viSestrukih odgovora. Kori§éen je organizam koji se pokazao kao najefikasniji u tretmanu
lignoceluloznog materijala. Cilj optimizacije viSestrukih odgovora je bio maksimizacija
lakazne i MnP aktivnosti odabranog izolata. Medutim, RSM analiza je otkrila da su
zahtevi za postizanje visokih lakaznih i MnP aktivnosti izolata 7. hirsuta F13 u
medusobnoj kontradikciji. S tim u vezi, za postizanje Zeljenog unapredenja konverzije
biomase, primenjen je pristup optimizacije viSestrukih odgovora koji je ukljucivao
upravljanje i1 unapredenje ligninoliti¢kih aktivnosti uzimajuéi u obzir njihov uticaj na
hidroliticku aktivnost i znacaj za razgradnju lignina. Zbog toga je za upravljanje i selekciju
najboljih uslova predtretmana primenjena optimizacija viSestrukih odgovora pomocu
funkcije pozeljnosti (prema DerindZeru i Suc¢u) kombinovane sa genetickim algoritmom
(GA). GA je metoda koja omogucéava dobijanje optimalnog reSenja direktnim
kori§¢enjem globalne funkcija poZeljnosti [198]. Iz objavljene naucne literature moZe se
uociti da je malo je radova koji pokuSavaju da optimizuju proces bioloSkog predtretmana
primenom metode optimizacije viSestrukih odgovora. Optimizacija uglavnom uzima u
obzir samo jedan odgovor (uklanjanje lignina ili koli¢inu oslobodenog Secera) i RSM je
najceSca metoda koje se koristi u ovim optimizacijama [254-256]. Funkcija poZeljnosti
uparena sa GA joS uvek nije koriS¢ena za upravljanje Zeljenim ligninolitickim
aktivnostima, kao i njihovo unapredenje, sa ciljem poboljSanja konverzije lignoceluloze ili
na bilo koji drugi nacin u bioloSkom predtretmanu lignoceluloznog supstrata do sada. U
ovom istraZivanju je ova metoda koriS¢ena za predtretman piljevine bukve izolatom T.
hirsuta F13 kako bi se ispitala pouzdanost predvidanja, kao i za unapredenje biokonverzije

lignoceluloze koje se moZe postic¢i ovim putem.

Vrsta T. hirsuta je selektivni razgradivac lignoceluloznog supstrata verovatno

zbog visoko aktivne lakaze, Sto je dobro poznata karakteristika ove vrste [257-259].
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Naime, ranija istraZivanja su demonstrirala inhibitorni efekat visoke lakazne aktivnosti na
aktivnost hidrolitickih enzima [260, 261] Sto ukazuje na to da visoka lakazna aktivnost
moze obezbediti da se sacuva viSe glukoze nakon tretmana gljivom, a samim tim i viSe
fermentabilnog Se¢era. RSM analiza je pokazala da je sa porastom lakazne aktivnosti
iznad 50 U/1, aktivnost CMCaza i ksilanaza opadala znacajno (slika 41). To je bio glavni
kriterijum za postavljanje minimalne vrednosti lakazne aktivnosti na 50 U/l. Gornji limit
je postavljen na 245 U/L. S obzirom na to da su sve vrednosti iznad 50 U/l prihvatljive,
faktor skaliranja (tj. teZinski koeficijent) je postavljen na 0,1. Peroksidaze nemaju
inhibitorni uticaj na hidroliti¢ku aktivnost [260]. Medutim one su neophodne u razgradnji
lignina, posebno u oksidaciji nefenolnih komponenti lignina, koje ¢ine vecinu lignina
[262]. Gornji limit je postavljen na 90 U/l, a za donji limit je odabrano 50 U/l kao
prihvatljiva vrednost, kako bi bilo moguce obezbediti dovoljno prostora za optimizaciju. S
obzirom na to da MnP ima klju¢nu ulogu u razgradnji lignina [95], teZinski koeficijent je
postavljen na 3 da bi obezbedio brzo dostizanje visoke MnP aktivnosti. Odabrane gornje
grani¢ne vrednosti su lakazna i MnP aktivnost koje, kada su transformisane pomocu
funkcije maksimizacije (jednacina 23), daju maksimalnu mogucu d; vrednost ispod 1
(vrednost koja teZi jedinici, ali je ne dostize), da bi bilo moguée dobijanje jedinstvenog

objektivnog reSenja za kultivacione uslove.
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Slika 41: Varijacije lakazne — Y/, ksilanazne — Q i celulazne — X aktivnosti u razlicitim

eksperimentima (pod razlicitim kultivacionim uslovima).

Ocekivano kompromisno reSenje je podrazumevalo kultivacione uslove koji

mogu dati lakaznu aktivnost iznad 50 U/1 (da bi se uticalo na hidroliti¢ku aktivnost) i MnP
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aktivnost blizu ili iznad 88,2 U/l, $to je najviSa zabeleZena aktivnost izolatom 7. hirsuta
F13 u ovom istraZivanju (tabela 17). Potraga za odgovarajué¢im (poZeljnim) uslovima je
izvedena pomocu genetickog algoritma (GA). Optimalni uslovi dobijeni primenom ove
metode bili su koncentracija dZibre 13%, vlaZnost supstrata 63% 1 temperatura 25 °C.
Dobijena vrednost globalne funkcije pozZeljnosti iznosila je 0,714 (slika 42). Ova
kombinacija faktora predvida lakaznu aktivnost od 54.3 U/l 1 MnP aktivnost od 86.3 U/I.
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Slika 42: Simulacija genetickog algoritma — promene u populaciji do postizanja najbolje

vrednosti generalne funkcije poZeljnosti.

4.4.5. Validacija predvidenih optimuma i doprinos melasne dZibre

ligninolitickoj aktivnosti

Primena koncepta upravljanja ligninolitickim aktivnostima prilikom optimizacije
predtretmana pokazala je visoku pouzdanost predvidanja. Nakon sedam dana inkubacije
pod optimalnim uslovima dobijenim pomocu funkcije pozeljnosti 1 GA, lakazna aktivnost
je iznosila 51,5%3,5 U/l, a MnP aktivnost 91+4,24 U/1 (slika 43). Dobijene vrednosti
odgovaraju predvidenim vrednostima od 54,3 U/l za lakaznu 1 86,3 U/l za MnP aktivnost.

Razlika nije statisticki znacajna (p>0,05; slika 43).
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Slika 43: Validacija odabranih optimalnih uslova (p>0,05; razlika statisticki nije znacajna).

Dodatak melasne dZibre je znacajno doprineo unapredenju ligninoliticke
aktivnosti izolata 7. hirsuta F13. Optimalna temperatura i vlaZnost supstrata koris¢eni u
validaciji modela primenjeni su i na lignocelulozni supstrat kom je vlaZznost podeSena
destilovanom vodom, bez dodatka melasne dzZibre (VLS). Nakon sedam dana inkubacije,
zabeleZena lakazna aktivnost je bila ~2,4 puta niza (21,5+2,12 U/1), dok je MnP aktivnost
bila ~3 puta niza (31,5t4,9 U/l) nego na supstratu kom je dodata melasna dZibra. Razlika
je bila statisticki znacajna (p<0,05). Unapredenje postignuto melasnom dZibrom je
uporedivo sa unapredenjima postignutim nekim drugim induktorima u ranijim
istraZivanjima. Studije u kojima su koriSéeni P. ostreatus, T. trogii, T. gibbosa, T.
suaveolens, T. versicolor, Daedaleopsis confragosa, and Fomes fomentarius, su prijavili
unapredenje lakazne aktivnosti od oko 3,5 do 5,8 puta primenom razli¢itih induktora.
Bakar sulfat i razli¢ita kompleksna jedinjenja bakra su najceSCe ispitivani induktori
lakazne aktivnosti. Nivoi unapredenja su se razlikovali zavisno od vrste gljive i tipa
induktora [263-265]. Studije u kojima je koriS¢ena Bjerkandera adusta su postigle
unapredenje MnP aktivnosti od oko 2 do 4 puta primenom mineralnog medijuma za

proizvodnju ligninoliti¢kh enzima ili induktora poput selena [266, 267].

Induktori ligninoliticke aktivnosti mogu biti prirodni, sinteticki, ili metali [268],

ali je upotreba prirodnih induktora ili otpadnih materijala za unapredenje ligninoliticke
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aktivnosti poZeljnija da bi se obezbedila ekonomi¢nost bioloskog predtretmana. Melasna
dZibra pripada grupi poZeljnih supstanci. U pitanju je jeftin otpad koji bi mogao da odrzi
ekonomicnost predtretmana lignocelulozne biomase. Melasna dZibra je u ovom
istraZivanju pokazala dobar potencijal kao suplement za unapredenje ligninoliticke

aktivnosti.

Sa dodatkom melasne dZibre, zabelezeno je statisticki znacajno unapredenje
(p<0,05) lakazne aktivnosti ¢ak 1 nakon 35 i 18 dana inkubacije (slika 44). Nakon 35 dana
VP aktivnost nije detektovana, dok je VP aktivnost od 8,5t2,12 U/l zabeleZena na
supstratu u prisustvu melasne dzibre. Ovo je moguce ocekivati, s obzirom na to da postoje
varijacije u ligninolitickoj aktivnosti tokom inkubacije kod lignocelulolitickih gljiva [269,
270]. VP aktivnost nije uzeta u razmatranje prilikom modelovanja i optimizacije zbog
niskih vrednosti (slika 45), mada su promene VP aktivnosti pradene, s obzirom na to da je
VP zaduZena za oksidaciju nefenolnih komponenti lignina [262]. Dodatak melasne dZibre
je imao pozitivan uticaj na VP aktivnost. ZabeleZene vrednosti su bile niske, ali su u

odsustvu melasne dZibre aktivnosti bile na nivou statisticke greSke (slika 44).
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Slika 44: Lakazna, MnP i VP aktivnosti dobijene nakon 7, 18 i 35 dana inkubacije pod
optimalnim uslovima. VLS — lignocelulozni supstrat kome je vlaznost supstrata podeSena
samo destilovanom vodom; MLS — lignocelulozni supstrat kome je viaZnost supstrata

podesena dodavanjem melasne dZibre.

121



Aktivnost verzatil peroksidaze (U/L)
>
o
[ |

0 5 10 15 20
Eksperiment

Slika 45: Promene aktivnosti verzatil peroksidaza (VP) tokom pod razlicitim kultivacionim

uslovima, tj. tokom razlicitih eksperimenata.

4.4.6. Enzimska hidroliza i redukcija lignina

Efekat primenjenog koncepta na predtretman je ispitan proverom efikasnosti
hidrolize 1 stepena redukcije Klasonovog lignina. Dobijeni rezultati su pokazali da je
enzimska hidroliza znacajno unapredena primenom predtretmana (slika 46). Najbolji
rezultati su dobijeni sa 18 1 35 dana tretmana supstrata suplementisanog melasnom
dzibrom (dobijene koncentracije Secera su, redom, 63,58+1,47 mg/ml i 69,74+1,53
mg/ml nakon 24 h saharifikacije) 1 sa 18 dana tretmana supstrata kome nije dodavana
dzibra (53,63%+2,16 mg/ml nakon 24 h saharifikacije). Ove koncentracije su bile, redom,
8, 8,8 1 6,8 puta viSe nego koncentracije netretiranog supstrata (NTS). Enzimskom
hidrolizom NTS dobijeno je 7,88+1,02 mg/ml ekvivalenta glukoze nakon 24 h. Razlika je
bila statisticki znacajna (p<0,05). Cak je i unapredenje saharifikacije postignuto sa sedam
dana inkubacije bilo statisticki znacajno (p<0,05). Koncentracija SeCera dobijena nakon 7
dana tretmana MLS supstrata je bila 2,5 puta koncentracije postignute netretiranim
supstratom (20,5410,80 mg/ml nakon 24h), dok je 7 dana tretmana VLS dalo dvostruku
koncentraciju Secera postignutu saharifikacijom NTS (16,84+0,30 mg/ml nakon 24 h).

Razlika izmedu tretiranog MLS i1 VLS je bila takode statisticki znacajna
(p<0,05). Unapredenje zabelezeno za MLS u odnosu na VLS ukazuje na to da ukoliko bi
se melasna dZibra primenjivala u predtretmanu, konverzija lignoceluloznog supstrata do

fermentabilnih Secera bi mogla znacajno da se unapredi. Ovakav rezultat ne iznenaduje s
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obzirom na to da je dodatak melasne dZibre odrzao lakaznu i MnP aktivnost duZe i na
viSem nivou nego u slucaju nego VLS (44), Sto je za posledicu imalo vecu redukciju
lignina nego kada dzibra nije koriS¢ena. Naime, redukcija Klasonovog lignina postignuta
predtretmanom MLS supstrata je iznosila 29,23%, dok je predtretmanom VLS supstrata
lignin redukovan za 23,48% (tabela 20). Koeficijent selektivnosti postignut tretmanom
MLS je takode bio visi (1,9) nego koeficijent selektivnosti postignut predtretmanom VLS
(1,68), zbog Cega ne iznenaduje i veda efikasnost hidrolize 18 dana tretiranog MLS.
Najveca koncentracija Secera je oslobodena iz MLS tretiranog 35 dana, medutim razlika
nije bila statisticki znacajna (p>0,05). Redukcija lignina takode nije bila znacajno veca,
naime nakon 35 dana razgradeno je 32.67% Klasonovog lignina (tabela 20), ¢iji je udeo u
tretiranom MLS bio visi nego nakon 18 dana tretmana. S obzirom na visoku efikasnost
hidrolize, verovatno je tokom predtretmana dodatno razgradena hemiceluloza ¢ime je
omoguceno da celulaza lakSe pride celulozi i rezultiralo ve€om efikasno$¢u hidrolize. Sa
druge strane, efikasnost hidrolize 35 dana tretiranog VLS je bila slaba iako je redukcija
lignina bila ~29% (tabela 20), Sto moZe ukazivati na neSto veée prisustvo kompleksnih

veza izmedu lignina 1 hemiceluloze.

Tabela 20: Redukcija biomase i lignina nakon 18 i 35 dana predtretmana MLS i VLS.

Redukcija Redukcija Udeo lignina
Supstrat biomase Klasonovog (%)
(%) lignina
(%)
18 dana predtretmana
MLS 15 29,23 21,06
VLS 13,9 23,48 22,22
35 dana predtretmana
MLS 22 32,67 21,6
VLS 19,6 29,11 22

Primena induktora ligninolitickih enzima je pristup koji moZe da unapredi
konverziju lignoceluloznog supstrata, ali je podataka na ovu temu jo$ uvek nedovoljno.
Mishra, V. i1 Jana, A.K. su koristili galnu kiselinu i CuSO4 u predtretmanu slatkog sirka
pomocu gljive Coriolus versicolor $to je unapredilo hidrolizu 2,2 puta [271]. Song, L. i
sar. su ispitivali uticaj dodatka mangana (Mn) na predtretman kukuruznog otpada, koji se

koristi u sto¢noj hrane (eng. corn stover), pomocu gljive Irpex lacteus i postigli su znacajno
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unapredenje hidrolize biomase nakon 28 dana predtretmana [272]. Potumarthi, R. i sar.
su tretirali pirincane ljuske pomoéu Phanerochete chrysosporium. Studija je kombinovala
lignocelulozni otpad sa mineralnim medijumom za proizvodnju ligninoliti¢kih enzima i
postignuti su dobri rezultati nakon 18 dana inkubacije [273]. U istraZivanju sa izolatom 7.
hirsuta F13 izvedenom tokom izrade ove disertacije je koriS¢ena melasna dZibra kao
dodatak i tom prilikom je unapredenje hidrolize uo¢eno nakon 18 dana, ali i nakon 7 dana
inkubacije. Ovo je prvi izvestaj o unapredenju biokonverzije lignoceluloznog supstrata kao
posledice primene melasne dZibre kao suplementa, koje u isto vreme nudi i opciju za
iskoriSéenje ovog otpadnog agensa koji je joS uvek nedovoljno iskoriSéena i ukoliko se ne

precisti pre ispustanja, predstavlja znacajan zagadiva¢ akvaticnih ekosistema.
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Slika 46: Koncentracija redukujucih secera ekvivalentna koncentraciji glukoze zabeleZena
nakon 1h, 4h, 24h i 48h saharifikacije kontrole (X ), 7 dana (), 18 dana (0) i 35 dana
(®) tretiranog supstrata. (MLS — je supstrat kome je dodata melasna dZibra pre tretmana
izolatom T. hirsuta F13; VLS — supstrat kome nije dodavana melasna dZibra pre tretmana

izolatom T. hirsuta F13, vlaZnost supstrata je podesena destilovanom vodom)
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5. Zakljucak

Tokom rada na ovoj disertaciji ispitivana je ligninoliticka 1 hidroliti¢ka aktivnost

izolovanih autohtonih gljiva Srbije radi procene njihovog potencijala za primenu u

biotehnoloSkim procesima na lignoceluloznom supstratu, kao i moguénost unapredenja

ligninoliticke aktivnosti odabranog izolata sa najveéim potencijalom za primenu u

predtretmanu lignocelulozne biomase dodatkom melasne dzibre poreklom od Secerne

repe. Rezultati istraZivanja su pokazali sledece:

Od 12 uspesno izolovanih gljiva, tri izolata identifikovana kao Trametes hirsuta
F13, Stereum gausapatum F28 i Myrmaecium fulvopruinatum F14 su ispoljila
najbolju lignininoliticku i/ili hidroliticku aktivnost. Lignoceluloliticki potencijal
dve od tri istraZene vrste, S. gausapatum i M. fulvopruinatum, je prvi put detaljnije

ispitan tokom rada na ovoj disertaciji.

M. fulvopruinatum F14 je bio izolat sa najboljom aktivnostima CMCaza i
ksilanaza, ali je aktivnost ligninolitickih enzima ovog izolata bila zanemarljiva
zbog cega se ova gljiva nije podesna za korisenje u tretmanu otpada
lignoceluloznog porekla sa ciljem uklanjanja lignina. Medutim, ovaj izolat je
pokazao visok potencijal kao proizvodac¢ jakih celulaza i ksilanaza. Maksimalna
aktivnost CMCaza od 56821327 U/l i ksilanaza od 77211293 U/1 postignuta je na
piljevini bukve SSF kultivacijom. Visok potencijal hidroliticke aktivnosti ovog
izolata je demonstriran hidrolizom celuloznog otpada ekstraktima njegovih enzima
— oslobodeno je 4,6-4,8 g/l redukujucih Seéera redukcijom 6% (w/v) i 10% (w/v)
suspenzije otpadnih novina u acetatnom puferu pri koncentraciji enzima od 3

FPU, odnosno 18 CMCU.

T. hirsuta F13 1 S. gausapatum F28 su izolati sa jakim ligninolitickim enzimima,
dok su ispoljene hidroliticke aktivnosti ovih izolata bile umerene (oko 1000 U/l).
Ova dva izolata se razlikuju prema tipu dominantne enzimske aktivnosti. S.
gausapatum F28 je bolji proizvoda¢ mangan zavisnih peroksidaza, dok je T.
hirsuta F13 bolji proizvodac lakaza. lako je, generalno, SSF kultivacija pogodnija
za postizanje visoke ligninoliticke aktivnosti, 7. hirsuta F13 je uspeSna u

proizvodnji lakaze i u te¢nom medijumu. Najbolja lakazna aktivnost zabeleZena
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ovim izolatom (315,9+0,7 U/1) postignuta je nakon 7 dana inkubacije u tecnom
mineralnom medijumu u statickim uslovima pri ¢emu je piljevina bukve koriS¢ena

kao izvor ugljenika.

VlaZnost supstrata se pokazala kao jedan od znacajnijih faktora koji uticu na tip
ligninoliticke aktivnosti izolata T. hirsuta F13 i S. gausapatum F28. Naime, pri
niZzim vlaznostima supstrata (ispod 68%) je dominantna bila mangan peroksidazna
aktivnost, a pri viSim vlaZznostima (iznad 75%) lakazna aktivnost. Bolja
ligninoliticka aktivnost izolata S. gausapatum F28 je zabelezena pri niZim
vlaZnostima supstrata, Sto ne iznenaduje jer je dominantni enzim ligninolitickog
sistema ovog izolata mangan zavisna peroksidaza, ali je uoceno i da je za
postizanje visoke lakazne aktivnosti ovog izolata potrebna niZa vlaznost supstrata
za razliku od izolata T. hirsuta F13. Promene u tipu ispoljene ligninoliticke
aktivnosti povezane sa promenama vlaZnosti supstrata bile su izraZenije u

eksperimentima sa izolatom 7. hirsuta F13 nego S. gausapatum F28.

Ispitivanjem potencijala za primenu u predtretmanu lignocelulozne biomase
utvrdeno je da oba izolata i T. hirsuta F13 1 S. gausapatum F28 mogu efikasno
razgraditi lignocelulozu. U slucaju oba izolata postignuta je selektivna razgradnja,
koeficijent selektivnosti je bio iznad 1, ali je znacajno bolju selektivnost ispoljio
izolat 7. hirsuta F13 (koeficijent selektivnosti 1,7) u odnosu na S. gausapatum F28
(koeficijent selektivnosti 1,1). Dobijene vrednosti koeficijenata selektivnosti su
pokazale da T. hirsuta F13 brZze razgraduje lignin, a sporije celulozu u odnosu na
S. gausapatum F28 $to ga ¢ini boljim kandidatom za primenu u predtretmanu
lignocelulozne biomase, zbog ¢ega je odabran za dalje istraZivanje tokom rada na
ovoj disertaciji.

Tokom istrazivanja je utvrdeno da primena mineralnog medijuma moZe zna¢ajno
unaprediti ligninoliticku aktivnost gljiva, kao i da primena otpadne melasne dZibre
moZe biti adekvatna zamena mineralnom medijumu ako se primenjuje kao

suplement. Takode uoceno je da se pri razli¢itim koncentracijama melasne dZibre

razlikuje dominantni tip ligninoliticke aktivnosti.

Primena metode odgovora povrSine je potvrdila da su uslovi vlaznosti supstrata

potrebni za proizvodnju lakaza i mangan zavisnih peroksidaza suprotni, ali da isto
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vazi i za koncentraciju dZibre i temperaturu inkubacije. Analize su pokazale da
koncentracije melasne dZibre viSe od 20%, vlaZnost supstrata visa od 80% i
temperatura inkubacije viSa od 28 °C pogoduje proizvodnji lakaze izolata T.
hirsuta F13, dok koncentracija dZibre oko 14%, vlaZnost supstrata oko 62% i
temperatura inkubacije oko 25 °C pogoduje viSe proizvodnji mangan zavisnih

peroksidaza.

Tokom istrazivanja je uoCeno da pri aktivnostima lakaze izolata 7. hirsuta F13
viSim od 50 U/l, aktivnost CMCaza i ksilanaza drasti¢no opada. Ovaj podatak je
bio znacajan pri optimizaciji kultivacionih uslova koji bi se primenjivali u
predtretmanu piljevine bukve, ili generalno lignoceluloznog materijala, posebno
zbog cCinjenice da su uslovi za proizvodnju lakazne i mangan peroksidazne
aktivnosti kontradiktorni. PoZeljno kompromisno reSenje optimizacije je
podrazumevalo uslove koji mogu dati minimum 50 U/I lakazne aktivnosti (zbog
inhibitornog dejstva na hidroliticke enzime), kao 1 mangan peroksidaznu aktivnost
priblizno ili iznad 88,2 U/l. Primenom funkcije poZeljnosti i genetickog algoritma
kao kompromisno reSenje dobijeni su sledeci uslovi: koncentracija dZibre 13%,
vlaZnost supstrata 63% 1 temperatura 25 °C. Vrednost globalne funkcije
poZeljnosti bila 0,714. Predvidene vrednosti lakazne 1 MnP aktivnosti za odabrane
kultivacione uslove su bile, redom, 54.3 U/l i 86.3 U/l, dok su eksperimentalne
vrednosti dobijene primenom preporu¢enih parametara bile, redom, 51,5£3,5 U/l
191+4,24 U/1.

Dodatak melasne dZibre pod dobijenim optimalnim kultivacionim uslovima je
znacajno unapredio lakaznu i mangan peroksidaznu aktivnost. Nakon sedam dana
inkubacije dobijena lakazna aktivnost je bila ~2,4 puta veca kada je melasna
dzibra koriS¢ena kao suplement, dok je MnP aktivnost bila ~3 puta veca nego

kada nije koriSéena kao suplement. Razlika je bila statisticki znacajna (p<0,05).

Primena melasne dzibre pod optimalnim kultivacionim uslovima je znacajno
unapredila 1 predtretman, Sto je rezultiralo povecanom efikasno$¢u hidrolize.
Nakon 24 h hidrolize supstrata, tretiranog 18 i 35 dana gljivom 7. hirsuta F13 u
prisustvu melasne dZibre, industrijskim enzimom Cellic CTec2 oslobodeno je,
redom, 63,58+1,47 mg/ml i 69,74£1,53 mg/ml redukujucih Secera, dok je iz
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supstrata bez dodate dZibre tretiranog 18 dana izolatom dobijeno 53,63+2,16 mg/
ml redukujucih Secera. Ove koncentracije su 8, 8,8 1 6,8 puta viSe od koncentracije
SeCera oslobodenog iz netretiranog supstrata (7,88+1,02 mg/ml). Hidrolizom
sedam dana tretiranog supstrata suplementisanog i nesuplementisanog melasnom
dzibrom dobijene su, redom ~2,5 i ~2 puta viSe koncentracije redukujucih Secera u

odnosu na netretiran supstrat.

* Dodatak melasne dzZibre je uticao na poboljSanu selektivnosti razgradnje
lignoceluloze. Nakon 18 dana koeficijent selektivnosti postignut predtretmanom
supstrata suplementisanog melasnom dZibrom je bio (1,9), dok je na supstratu bez
suplementacije razgradnja supstrata bila manje selektivna (1,68) zbog Cega ne
iznenaduje veca efikasnost hidrolize supstrata tretiranog u prisustvu dzZibre. Nakon
35 dana inkubacije, koeficijent selektivnosti predtretiranog supstrata sa dodatkom
melasne dZibre je bio niZi nego nakon 18 dana i priblizne vrednosti kao i supstrat
kome nije dodata dzibra, ali je redukcija lignina bila neSto viSa, a i efikasnost
hidrolize je bila bolja kod supstrata koji je tretiran u prisustvu dZibre, §to moZe
ukazivati na neSto veée prisustvo kompleksnih veza izmedu lignina i hemiceluloze

u supstratu koji je tretiran u odsustvu dZibre.
Ostvareni doprinos ove disertacije:

* Izolovane su i identifikovane autohtone gljive Srbije sa visokim potencijalom za
primenu u razli¢itim tehnoloSkim procesima, od predtretmana lignoceluloznog
supstrata, do proizvodnje hidrolitickih enzima 1 primene u hidrolizi celuloznog

materijala.

» Ispitana je i potvrdena moguénost primene otpadne dZibre poreklom od Secerne

repe za unapredenje ligninoliticke aktivnosti odabranog izolata.

* Razvijen je model primene dZibre u predtretmanu lignocelulozne biomase gljivom
T. hirsuta F13 ¢ime je ponudeno jedno od mogucih reSenja problema odlaganja

ovog opasnog otpada.

* Pokazano je da se primenom eksperimentalnog dizajna, funkcije poZeljnosti i

genetickog algoritma moZe optimizovati bioloski proces tretmana lignoceluloznog
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otpada pomodu gljive 7. hirsuta F13, §to je rezultiralo olakSanoj enzimskoj

hidrolizi.

Primenjena metoda predtretmana nije zahtevala dodatno ulaganje hemikalija, ili
preciS€avanje opasnih sporednih proizvoda, koje dodatno poskupljuju proces. Kao

finalni rezultat disertacije je ekoloski i ekonomski povoljna bioloska metoda.

Bududi pravci istraZivanja:

Ispitivanje potencijalne primene izolata 7. hirsuta F13 1 S. gausapatum F13 u

razgradnji toksi¢nih komponenti sli¢ne strukture ligninu (pesticida, fenola...).

Ispitivanje uslova predtretmana Siroko rasprostranjenog lignoceluloznog otpada
poreklom iz poljoprivrede izolovanim ligninolitickim gljivama.
Proizvodnja, karakterizacija, imobilizacija 1 primena ligninolitickih enzima izolata

T. hirsuta F13 1 S. gausapatum F28 u bioremedijaciji zemljista ili otpadnih voda.

Optimizacija proizvodnje hidrolitickih enzima izolata M. fulvopruinatum F14,
izolacija, karakterizacija 1 primena ovih enzima u proizvodnji biotenola umesto

skupih komercijalnih enzima.
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7. Prilozi

7.1. ITS sekvence

>KY264754.1 Trametes hirsuta isolate F13 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer

2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGAGTTTTGAAACGGGTTGT
TGCTGGCCTTCCGAGGCAT
GTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTAGGTTGGCG
TGGGTTTCTAGCCTCCGG
GTTGGAAGCATTCTGCCGGCCTATGTACACTACAAACTCTTAAAGTATCAGA
ATGTAAACGCGTCTAACG
CATCTTAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCT
TGCGCTCCTTGGTATTCC
GAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCCATAAATCCTTGT
GATCTATGGGCTTGGATT
TGGAGGCTTGCTGGCCCTAGCGGTCGGCTCCTCTTGAATGCATTAGCTTGAT
TCCGTGCGGATCGGCTCT
CAGTGTGATAATTGTCTACGCTGTGACCGTGAAGCGTTTTGGCAAGCTTCTA
ACCGTCCATTAGGACAAT
TTTATAACATCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCAT
ATCAATAAGCGGAGGA

Prilog 1: ITS sekvenca izolata T. hirsuta F13 (FASTA dokument)
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>KY264753.1 Stereum gausapatum isolate F28 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

CCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGAAATTTATGACTGGAGTTG
TAGCTGGCCTTTAAAAACG
GCATGTGCACGCTCCTTTCACTAATCCACACACACCTGTGCACCTTCGCGGG
GGTCTCTTCGTTAACTCG
AAGAGGCTCGCGTCCCTTTACACACCCTTTGTATGTCTTAAGAATGTCTACT
CGATGTAATAAAACGCAT
CTAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCG
CCCTTTGGTATTCCGAAG
GGCACACCTGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAACCCTCTTCACTTTTGTGAA
CGTAGTGGATTGGACTTG
GAGGCTTTGCCGGGCTTCACCGCTCGGCTCCTCTCAAATGCATTAGTGCGTC
TTGTTGCGACGTGCGCCT
CGGTGTGATAATTATCTACGCTGTGGTGTGCTTGCTTCTGTGGAGACGCGCT
TCCTAACCGTCCGAAAGG
ACAGCTTTCATCGAACTTTGACCTCAAATCAGGTGGGACTACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCAATAAGCG

GAGGA

Prilog 2: ITS sekvenga izolata S. gausapatum F28 (FASTA dokument)
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>MF521930.1 Myrmaecium fulvopruinatum isolate F14 small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA

gene, partial sequence

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACAGAGATCGGCGCCGTCCCC
CTTGTGGGGACGCGCGACC
CCTCCCAACCCCTTGAATCGTTACACCCGACCTGGTTGTTCCCGCCGTCCGC
GGCGGGGACTCCATACAA
AACTCATGTCTTGAAACATTGCTGTCTGAGTCGATATGACAAATCAATCAAA
ACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACAT
CTGTTCGAGCGTCATTACA
CCCCTCAAGCTCTGCTTGGTCTTGGGCGCCCTCGTCCCCTAGCCCCTCCCTG
GGGCAGGCGGACGCGCCT
CAAACTCCTCGGCGGTCCACACCGGCTTCGAGCGTAGCAATTACACCTCGC
TCTTGGAGTCCTGGCGTGT
GCCCGGCCGTATGACAGCAAACTATTTCATTTTGAAAGGTTGACCTCGGATC
AGATGGGGATACCCGCTG

AACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Prilog 3: ITS sekvenca izolata M. fulvopruinatum F14 (FASTA dokument)

163



7.2. Taksonomija i sistematika

Regnum Fungi
Subregnum Dikarya
Divisio Basidiomycota
Subdivisio Agaricomycotina
Classis Agaricomycetes
Ordo Polyporales
Familia Polyporaceae
Genus Trametes

Species T. hirsuta

Prilog 4: Taksonomija i sistematika vrte T. hirsuta [274].

Regnum Fungi
Subregnum Dikarya
Divisio Basidiomycota
Subdivisio Agaricomycotina
Classis Agaricomycetes
Ordo Russulales
Familia Stereaceae
Genus Stereum

Species S. gausapatum

Prilog 5: Taksonomija i sistematika vrte S. gausapatum [275].
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Regnum Fungi
Divisio Ascomycota
Subdivisio Pezizomycotina
Classis Dothideomycetes
Ordo Valsariales
Familia Valsariaceae
Genus Myrmaecium

Species M. fulvopruinatum

Prilog 6: Taksonomija i sistematika vrte M. fulvopruinatum [276].
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7.3. Optimizacija — geneticki algoritam (GA)

gaControl("real-valued") #postavljanje genetickih
operatora selekcije,

gaControl("real-valued"=list(selection = "gareal_sigmaSelection")) Rt B
rekombinacije i mutacije.

gaControl("real-valued"=list(crossover = "gareal_blxCrossover"))

gaControl("real-valued"=list(mutation = "gareal_rsMutation"))

rsmFit <- function(x, d1Lacc, d2MnP) { # Definisanje fitnes funkcije

#uslovi individualne funkcije
poZeljnosti za model lakazne
aktivnosti

d1Lacc <- dMax(50,245, scale=0.1)

d2MnP <- dMax(50.90, scale = 3) #U§10Y1 1nc}1v1dualne funkcije
poZeljnosti za model mangan

peroksidazne aktivnosti

Block=0.5
yLaccF <- 82.08071-19.48833*Block-0.84152*x[1]+ #model lakazne aktivnosti
38.62468%x[2]+4.00018%x[3]-5.06250%x[ 1]*x[2]+ dobijen primenom

eksperimentalnog dizajna
9.48750*x[1]*x[3]+15.02000*x[2]*x[3]+3.07048*x[1]"2+9.68714*

x[2]7242.10381*x[3]"2

yMnpF <- 71.0905+11.4222*Block+2.0055*x[1]-19.8193*x[2]- #model mangan peroksidazne

5.7995%x[3]-3.3250*x[ 1]*x[2]+ 5.8750*x[1]*x[3]+ allztivnqsti doliijen grirr}enom
k t

11.9500%x[2]*x[3]-3.4980%x[ 11°2-15.9147*x[2]A2-14.4730%x[3]r2  © Perimentainog dizana

outd1Lacc <- predict(d1Lacc, data.frame(yLaccF=yLaccF)) #VECd_HOSt individualne funkcije
poZeljnosti lakazne aktivnosti

outd2MnP <- predict(d2MnP, data.frame(yMnpF=yMnpF)) #vrednost individualne funkcije
poZeljnosti MnP aktivnosti

rl=1
r2=1
D <- ((outd1Lacc)*(outd2MnP))(1/(r1+12)) #globalna funkcija poZeljnosti
if(any(abs(x) > 1.7)) {
D<-0
}

return(D)

}
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CCD_GA <- ga(type = c('"real-valued"), fitness = rsmFit, lower = c(-
1.7,-1.7,-1.7), upper = c¢(1.7, 1.7, 1.7), popSize = 1000, pcrossover
= 0.8, pmutation = 0.2, elitism = 2, maxiter =5000)

summary(CCD_GA)

plot(CCD_GA)

#geneticki algoritam

# rezultati genetickog algoritma

#grafiCka simulacija rezltata
geneti¢kog algoritma.

Prilog 7: R skripta primenjenog genetickog algoritma.

167




Biografija autora

Jelena Jovi€ je rodena 08.07.1981. godine u Leskovcu. Nakon zavrSene osnovne
Skole ,,Vuk Kradzi¢“ u Leskovcu, upisala je i zavrSila gimnaziju ,,Stanimir Veljkovi¢ —
Zele“ (danas samo Gimnazija) takode u Lekovcu, smer Prirodno-matematicki. Po
zavrSetku gimnazije upisala je Prirodno-matematicki fakultet u NiSu, Odsek za biologiju i
ekologiju, smer Diplomirani biolog-ekolog. Diplomirala je februara 2009. godine sa
prose¢nom ocenom 8.24 odbraniv§si rad na temu ,Kvalitativno-kvantitativni sastav
makrozoobentosa u donjem toku reke Veternice® sa ocenom 10 1 stekla zvanje
diplomirani biolog-ekolog. Doktorske studije na Katedri za biohemijsko inZenjerstvo i
biotehnologiju, TehnoloSko-metalurSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, je upisala
Skolske 2010/11 godine. Polozila je sve ispite predvidene planom i programom doktorskih
studija sa prosecnom ocenom 9,5 1 odbranila zavrSni ispit na temu ,Ispitivanja
predtretmana lignocelulozne biomase za tehnoloske procese proizvodnje bioetanola ili

mlecne kiseline” sa ocenom 10.

Od septembra 2013. godine Jelena Jovi¢ se aktivho bavi naucnoistrazivackim i
eksperimentalnim radom u oblasti primene gljiva 1 njihovih enzima za konverziju
lignocelulozne biomase u okviru doktorskih studija. Od 2018. godine ucestvuje u radu na
projektu sa NR Kinom ,,Razvoj novih bioloskih postupaka za dobijanje proizvoda sa
dodatnom vredno$¢u na agro-industrijskom otpadu“ (rukovodilac prof. dr Ljiljana
Mojovi¢), koji finansira MPNTR Srbije. U zvanje istraziva¢ pripravnik izabrana je u
oktobru 2018. godine. Univerzitet u Beogradu je na sednici 25.03.2019. godine dao
saglasnost na predlog teme doktorske disertacije pod nazivom "Lignoceluloliti¢ka

aktivnost odabranih izolata autohtonih gljiva Srbije".

Kandidat Jelena Jovi¢ ima objavljen dva rada u istaknutom medunarodnom
casopisu (kategorije M22), jedan rad u medunarodnom casopisu (kategorije M23) i jedan
rad predstavljen na skupu medunarodnog znacaja (rad Stampan u izvodu - kategorija
M34). 1z oblasti istraZivanja kojoj pripada tema doktorske disertacije, Jelena Jovié je
objavila jedan rad u istaknutom medunarodnom casopisu (kategorije M22), jedan rad u
medunarodnom casopisu (M23 kategorije), na kojima je prvi autor, i predstavila rad na

skupu medunarodnog znacaja (rad Stampan u izvodu M34) na kom je takode prvi autor.
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Spisak objavljenh nau¢nh radova i saopsStenja:

1. Radovi objavljeni u ¢asopisima medunaodnog znacaja — M20

Rad u istaknutim medunarodnom casopisu (M22)

1. Jelena Jovié, Aneta Bunti¢, Neda Radovanovi¢, Bojan Petrovi¢ and Ljiljana
Mojovié, Lignin-Degrading Abilities of Novel Autochthonous Fungal Isolates Trametes
hirsuta F13 and Stereum gausapatum F28, Food Technology and Biotechnology, Vol.
56/3 (2018), ISSN:1330-9862, IF(2018) = 1.517, DOI:10.17113/{tb.56.03.18.5348

2. Neda Radovanovi¢, Milica Milutinovié, Katarina Mihajlovski, Jelena Jovié,
Branislav Nastasijevi¢, Mirjana Rajili¢-Stojanovi¢, Suzana Dimitrijevi¢-Brankovié,
Biocontrol and plant stimulating potential of novel strain Bacillus sp. PPM3 isolated from
marine sediment, Microbial Pathogenesis, Vol. 120 (2018) pp. 71-78, ISSN: 0882-4010,
IF(2017)=2.332, DOI: 10.1016/j.micpath.2018.04.056.

Rad u medunarodnom c¢asopisu (M23)

1. Jelen Jovié, Jelena Pejin, Suncica Koci¢-Tanackov, Ljiljana Mojovi¢, Primena
gljiva koje razgraduju lignocelulozu za proizvodnju bioetanola iz obnovljive biomase,
Hemijska Industrija, Vol. 69/6 (2015) pp. 627-641, ISSN: 2217-7426, IF(2015) = 0.437,
DOI:10.2298/HEMIND140916086J

2. Zbornici medunarodnih nau¢nih skupova — M30

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34)

1. Jelena Jovié, Ljiljana Mojovié, Indigenous lignocellulose degrading fungi:
new isolates for technological and environmental use, The 6th International Scientific
Meeting: Mycology, Mycotoxicology, and Mycoses, Matica Srpska, Novi Sad, September
27-29, 2017, ISBN 978-86-7946-194-0
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N3jaBa 0 ayTOpCcTBY

Nwme u npe3ume aytopa Jenena Jouh

Bpoj nnexca 4037/2017

N3 jaBibyjem
71a je JOKTOPCKa JIMcepTaluja rmojl HaCJIOBOM

" JIMTHOIIE Ty JTIOJIMTHYKA aKTUBHOCT O/Ia0paHuX M30JiaTa ayToXToHuX IbruBa Cpouje”

®  pe3yJTaT COINCTBEHOI UCTPAXUBAYKOT Pajia;

® a jaucepranyja y HeJMHUA HU Yy JeJOBUMa HUje Owia MpeaokeHa 3a CTULAE
Apyre JUIUIOME TIpemMa CTYAWjCKMM MporpaMuMa JPYyTuX BUCOKOIIKOJICKUX
YCTaHOBA;

® 1a Ccy pe3yJTaTd KOPEeKTHO HaBelIeHU U

® la HUCAM KpUIMO/JIa ayTOpCKa IpaBa M KOPMCTHO/JA MHTENEKTYaJHy CBOjJUHY
APYTUX JIMLIA.

ITornuc ayropa

VY beorpany,




MN3jaBa O ICTOBETHOCTU WLITaMNnaHe n

e/IeKTPOHCKe Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Nwme u npe3ume aytopa Jesena Jopuh

bpoj nnnekca 4037/2017

Cryaujcku nporpaM BHOXeMHjCKO UHXEHEePCTBO M OMOTEXHOJIOTH]a

Hacnos pana "JIurHouenynoJuTiyKa akTUBHOCT OlabpaHuX U30J1aTa ayTOXTOHUX IJbHBA
Cpouje"

Mentop Ilpod. np Jbubana Mojosuh

N3jaBbyjeM ja je mrammaHa Bep3uja MOI JOKTOPCKOI paja UCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3UjU KOJy caM IMpeAao/jJa pagu mnoxpameHa y JIMrurajHoOM peno3uTopujymy
Yuausep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM J1a ce 0djaBe MOjU JIMYHU MOAAIM BE3aHU 32 JI00Mjarbe aKaJeMCKOI Ha3uBa
JOKTOpa HayKa, Kao HITO Cy UMe U Mpe3uMe, FoIMHa U MeCcTO pohemwa U AaTyM ojdpaHe
pana.

OBH TMYHU MO MOTY c€ 00JaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHULaMa AUTUTaIHe OUOINOTEKE,

y €JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y IyOukanujama YHuBep3ureTa y beorpany.

ITornmc ayropa

Y beorpany,




N3jaBa 0 Kopuwhewy

Opnamhyjem VYHuBep3utercky Oudamoreky ,,Ceerozap Mapkosuh® nga y dururannu
penio3uTopujym YHuBep3uteTa y beorpamgy yHece MOjy JOKTOPCKY AMCEpTalUjy TOI
HACJIOBOM:
" JIMTHOIIE T JIOJIMTHYKA aKTUBHOCT O/Ia0paHuX M30JlaTa ayToXToHUX IbruBa Cpouje”

KOja je MOje ayTOPCKO JeJI0.
Huceprauujy ca cBUM IpUIO3UMa IIpeAao/ia cam y eJIeKTPOHCKOM (popMaty MOTrO/IHOM 3a
TPajHO apXUBHUpAHHE.
Mojy JOOKTOpPCKY JAuCepTalivjy ToXpameHy y JurutaiHom  peno3uTopujymy
VuuBepsutera y beorpasy u JOCTYNHY Yy OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Jla KOPUCTE CBU
KOju TIOITYjy ojapeade caapxkaHe y ogadpaHoM Tumy jauieHile KpeatuBHe 3ajenHuile
(Creative Commons) 3a KOjy caM ce OTy4ro/Ja.
1. Ayropctso (CC BY)
2. AytopctBo — HekomepumjasiHo (CC BY-NC)

@AyTOPCTBO — HekomepimjaaHo — 0e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AytopcTBO — HEKOMepLHjaIHO — aenuTH o uctum yeaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 0e3 npepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenutu nio uctuM ycnosuma (CC BY-SA)
(MonmmMo aa 3a0Kpy:KUTE CaMO jeIHY Off IIECT MOHYHeHUX JTUIICHIIH.

Kparak onuc nuiieHIy je cacTaBHU JIE0 OBE U3]aBE).

IToTnuc ayropa

VY Beorpany,




1. AyropctBo. [lo3BO/baBaTE YMHOXKABaWkE, AUCTPUOYIIM]Y U JABHO CAOIIIITABAkE JEa,
U IIpepajie, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauMH ojipeh)eH of cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JIMIIEHIIe, YaK U Yy KomeplujaiHe cBpxe. OBo je Hajcao00IHUja O] CBUX JIMLIEHIIN.

2. AyTOopcTBO — HeKOMepIujaaHo. [[03B0/baBaTe YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIM]Y U jaBHO
caomiuTaBame Jea, U mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ofpeleH oj cTpaHe
ayTopa wiu AaBaona JymneHue. OBa JMIEHIIA HE JO3BOJ/baBa KOMEpLMjaHy yNoTpedy
aena.

3. AyTopcTBO — HeKOMepHHjaJHO — 0e3 mnpepana. Jlo3BobaBaTe yYMHOXKABabE,
AUCTPUOYLIM]Y U JABHO CAOMILTABAE Jejia, OE3 MPOMEHa, PEODIMKOBakha UM YIIOTpede
JeJia 'y CBOM [Ielly, aKO Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH of cTpaHe ayTopa Wiu
nasaouia Juiexiie. OBa JMIIeHIa He JO3B0JbaBa KOMEPLUjaIHy yrnoTpedy Aena. Y oIHOCY
Ha CBe OCTaje JMIIEHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Cce OrpaHuMyaBa HajBehu oOuM mpaBa
kopuuihemwa jena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHjaJTHO — JIeJUTH 10/ UCTUM ycJoBuma. [lo3BospaBare
YMHOXaBame, JUCTPUOYIIM]y M jJABHO CAONILTABAE JIe/la, U Ipepaje, ako ce HaBeJe uMe
ayTopa Ha HauuH ojpeheH Of cTpaHe ayTopa WM JaBaola JIMIEHIIe U aKo ce Ipepaja
AUCTPUOYUpA TOJ HKCTOM WM CIMYHOM JuieHiioM. OBa JMIIeHIIa He [03BOJbaBa
KOMEpLHjaIHy yroTpedy Jeja u npepaja.

5. AyropcTtBo — 0e3 mpepaaa. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBawbe, AUCTPUOYIIU]Y U JABHO
caoriiTaBame Jena, 0e3 NpoMeHa, IpPeoOIMKOBaka WK YIOTpede /iea y CBOM Jesly, ako
ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH oApeheH o crpaHe ayTopa Wi JaBaoua juieHie. OBa
JIMLIEHIA JO3BOJbaBa KOMEPLIMjAIHY yIOTpedy Aena.

6. AyTOpPCTBO — [JeJHUTH MOJ HCTHM YcJoBuMa. Jlo3Bo/baBaTe YMHOKaBameE,
AUCTPUOYIIM]Y U jaBHO CAOIIITaBame Jefia, U Mpepaje, ako ce HaBelde MMe ayTopa Ha
HauuH ofpeheH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIIEHIIEe U aKo ce Tpepaja AUCTpUOyupa
MOJ] UCTOM WJIM CIIMYHOM JiniieHoM. OBa JIMIIeHa J03BOJ/baBa KOMEPLIMjAIHY yIoTpedy
nena v npepajga. CiuyHa je copTBEpCKUM JIMIEHIIAMa, OJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT

Koja.
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