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SAZETAK

Lignoceluloza ima ogroman potencijal kao sirovina za proizvodnju hrane, hraniva, biogoriva i
dr. Gljive su najefikasniji organizmi u konverziji lignoceluloznog otpada do fermentabilnih Secera
zbog njihovog slozenog enzimskog sistema. Medutim, jedna vrsta retko moze da sintetiSe sve
enzime potrebne za razgradnju ovog materijala, pa se ko-kultivacijom dve ili viSe vrsta moze doci
do optimalnog sistema.

Ciljevi ovog istrazivanja su bili odredivanje potencijala odabranih makro- i mikromiceta za
razlaganje lignoceluloznog otpada iz poljoprivrede i Sumarstva radi utvrdivanja najefikasnijeg
delignifikatora odnosno producenta celulaza, kao 1 njihove kompatibilnosti za fermentaciju
supstrata u ko-kulturi.

27 vrsta makromiceta 1 11 vrsta mikromiceta kao 1 8 vrsta otpada je testirano u ovoj studiji.
Kolorimetrijskim metodama i izoelektri¢nim fokusiranjem okarakterisani su proucavani enzimi dok
je stepen depolimerizacije supstrata odreden standardnim metodama.

PSeni¢na slama je bila najoptimalniji supstrat za sintezu ligninoliti¢kih enzima a Pleurotus
pulmonarius HAI 573 se pokazao njenim visoko efikasnim 1 selektivnim degraderom (50,4%
lignina; 3,8% celuloze i 15,3% hemiceluloze). Trichoderma harzianum BEOFB 1230m je visoko
efikasan producent pre svega ksilanaza (4184,2 U/L) 1 endocelulaza (2299,7 U/L) 1 mineralizator
hemiceluloze (33,0%) i celuloze (23,9%). U poredenju sa mono-kulturama P. pulmonarius i T.
harzianum, u njihovoj ko-kulturi zabeleZzene su viSe aktivnosti ksilanaza (10553,4 U/L),
endocelulaza (2911,8 U/L), egzocelulaza (224,5 U/L) i B-glukozidaza (464,6 U/L).

Rezultati istrazivanja su pokazali postojanje kompatibilnosti odabranih vrsta za sintezu enzima
i fermentaciju lignoceluloze u ko-kulturi $to ukazuje na moguénost njihove primene u procesu
dobijanja bioetanola.

Kljucéne reci: gljive belog truljenja, ligninoliti¢ki enzimi, celuloliti¢ki enzimi, gljive producenti
celulaza, delignifikacija, lignocelulozni otpad, ko-kultivacija.

Nauc¢na oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Algologija i mikologija



ABSTRACT

Lignocellulose has huge potential as a raw material for the production of food, feed, biofuels
etc. Fungi are the most efficient organisms in the conversion of lignocellulose to fermentable sugars
due to their complex enzyme system. However, one species can rarely synthesize all required
enzymes, so co-cultivation of two or more species can lead to an optimal system.

The goals of this study were to determine potential of selected macro- and micromycetes for
the depolymerization of agro-forestry residues to determine the most efficient delignifier and
cellulase producer, as well as their compatibility for substrate fermentation in co-culture.

27 species of macromycetes and 11 species of micromycetes, as well as 8 lignocellulosics were
tested in this study. The studied enzymes were characterized by colorimetric methods and
isoelectric focusing, while the degree of substrate depolymerization was determined by standard
methods.

Wheat straw was the most optimal substrate for the synthesis of ligninolytic enzymes and
Pleurotus pulmonarius HAI 573 proved to be its highly efficient and selective degrader (50.4%
lignin; 3.8% cellulose and 15.3% hemicellulose). Trichoderma harzianum BEOFB 1230m is a
highly efficient producer primarily of xylanase (4184.2 U/L) and endocellulase (2299.7 U/L) and a
mineralizer of hemicellulose (33.0%) and cellulose (23.9%). Compared with mono-cultures of P.
pulmonarius and T. harzianum, their co-culture showed higher activities of xylanases (10553.4
U/L), endocellulases (2911.8 U/L), exocellulases (224.5 U/L) and B-glucosidases (464.6 U/L).

These results showed the existence of compatibility of selected species for enzyme synthesis
and lignocellulose fermentation in co-culture, which indicates possibility of their application in
bioethanol production.

Key words: white-rot fungi, ligninolytic enzymes, cellulolytic enzymes, cellulase-producing fungi,
delignification, lignocellulose residues, co-cultivation.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Algology and mycology



LISTA SKRACENICA

ABTS — 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
ADF — vlakna dobijena nakon tretmana kiselim deterdzentom
ADS — rastvor kiselog deterdzenta

ANOVA — jednofaktorska analiza varijanse

BEOFB — Institut za botaniku i Botanicka basta ,,Jevremovac”, Bioloski fakultet, Univerzitet u
Beogradu

BSA — albumin tele¢eg seruma

CBB R — Coomassie brilliant blue-R

CBH - celobiohidrolaza

CFU - broj ¢elija koje formiraju koloniju

CMC — karboksimetil celuloza

CTAB — cetiltrimetilamonijum bromid

dH,O — destilovana voda

DNS — dinitro-salicilni reagens

EDTA - etilendiamintetrasir¢etna kiselina

FAO — Organizacija za hranu i poljoprivredu

HAI — Institut za evoluciju, Univerzitet u Haifi, [zrael
IEF — izoelektri¢no fokusiranje

LC — sadrzaj lignina

LiP — lignin peroksidaza

MA — malt agar

MnIP — Mn-nezavisna peroksidaza

MnP — Mn-zavisna peroksidaza

NDF — vlakna dobijena nakon tretmana neutralnim deterdzentom

NDS - rastvor neutralnog deterdzenta



ob/min — broj obrtaja u minuti

pH — mera aktivnosti vodonikovih jona
pl —izoelektri¢na tacka

SDS — natrijum-dodecilsulfat

SI — indeks selektivnosti

TCA — trihlorsir¢etna kiselina

U — jedinica enzimske aktivnosti

VA — veratril alkohol

VP — verzatil peroksidaza
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1. Uvod

Demografska ekspanzija kao 1 sve veca industrijalizacija i urbanizacija imaju za posledicu
globalno povecanje potrebe za energijom cija je potroSnja u XX veku povecana ¢ak 17 puta. Izvori
energije se mogu podeliti na primarne koji obuhvataju neobnovljive i obnovljive izvore energije i
sekundarne koji transformacijom primarne ili neke druge forme energije daju elektricnu, toplotnu ili
hemijsku energiju. Prema proceni Ujedinjenih Nacija ofekuje se da ¢e se svetska populacija do
2050. godine povecati na oko 10 milijardi, ¢ime ¢e se povecati potreba za energentima na najmanje
24 milijarde tona ekvivalenta uglja godiSnje §to je dvostruko viSe od danasnje potro$nje. Takode,
stopa potroSnje nafte je porasla za 1,9 miliona barela dnevno, §to je gotovo dvostruko vise od
proseka koji je zabelezen 2014. godine. Uprkos znatnom povecanju cene energenata kao i nizu
Stetnih efekata koje imaju na Zivotnu sredinu, upotrebom fosilnih goriva se danas dobija ¢ak 88%
potrebne energije (Dashtban i dr., 2009; Nigam i Singh, 2011; Sharma i dr., 2019; Tabatabaei i dr.,
2020). S ciljem prevazilazenja problema izazvanih ograni¢enoS¢u konvencionalnih resursa
baziranih na fosilnim gorivima, neophodno je preduzeti mere koje podrazumevaju racionalno
koris¢enje ve¢ postojecih energetskih izvora i nalaZzenje alternativnih. Poslednjih godina obnovljivi
izvori energije (energija vodotokova, vetra, neakumulirana sunceva energija, biomasa, geotermalna
energija 1 dr.) dobijaju sve ve¢i znaCaj pa se procenjuje da ¢e se u 2030. 1 2040. godini iz ovih
izvora dobijati preko 30% odnosno 40% energije, dok se za 2100. godinu ocekuje da se udeo ovih
izvora u globalnoj potro$nji energije povecéa do cak 80% (Tabatabaei 1 dr., 2020; Cuong i dr., 2021).
S obzirom da obnovljivi izvori energije i tehnologije njihovog kori$¢enja podrazumevaju smanjenu
emisiju ugljendioksida (CO2) i drugih Stetnih jedinjenja, buduéi razvoj energetike i drustva bi
trebalo da se bazira i na njihovom kori§¢enju. Prema podacima Republickog zavoda za statistiku
Republike Srbije iz 2017. godine, proizvodnja obnovljive energije je iznosila 81669 TJ, pri cemu su
najveci udeo imala drvna biomasa (45395 TJ), potom hidroelektri¢na energija (35107 TJ) i energija
biogasa (723 TJ), dok su geotermalna energija, energija vetra i solarna energija imale znatno manji
udeo (222 TJ, 175 TJ, odnosno 47 TJ). Pored teznje za realizacijom ciljeva odrzZivog razvoja,
odnosno razvoja ekoloski prihvatljive proizvodnje koja ¢e biti i ekonomski opravdana, obnovljivi
izvori energije u Srbiji do danas nemaju veliki znacaj u ukupnom energetskom bilansu.

1.1. Biomasa kao obnovljivi izvor energije

Najve¢i potencijal medu obnovljivim izvorima energije ima biomasa koja predstavlja
jedinstveni obnovljivi izvor ugljenika iz kog se razli¢itim procesima transformacije mogu dobiti
¢vrsta, tecna 1 gasovita goriva (Rastogi 1 Shrivastava, 2017). Biomasa predstavlja ostatke iz
poljoprivrede i Sumarstva, otpad iz nekih industrija, kao i biorazgradive delove komunalnog otpada
(Balat i Ayar, 2005; Predojevi¢, 2010; Tabatabaei i dr., 2020). Prema podacima Cuong i dr. (2021),
priblizno 40% svetske populacije (~3,1 milijarda) upotrebljava biomasu na tradicionalan nacin u
vidu energije za grejanje i/ili pripremanje hrane, narocito deo populacije iz ruralnih delova zemalja
u razvoju. S obzirom na procene da ¢e do 2050. godine 90% svetske populacije naseljavati ove
regione, koriS¢enje biomase i njenog energetskog potencijala postaée znacajnije (Chaiprasert,
2011). Izvori biomase koji se mogu koristiti za dobijanje energije se kategorizuju na savremene i
tradicionalne, medutim danas se akcenat posebno stavlja na upotrebu savremenih resursa s ciljem
sve vece zamene konvencionalnih izvora energije.

Prema navodima Rastogi i Shrivastava (2017) 1 Edeh (2020), preradom razli¢itih vrsta biomase
proizvode se biogoriva koja se mogu podeliti na Cetiri generacije:

(i) prva generacija - proizvedena uglavnom iz poljoprivrednih ostataka bogatih
skrobom, Secerima ili uljem;

(ii) druga generacija - proizvedena iz lignocelulozne biomase;

(iii) treéa generacija - proizvedena iz biomase mikroorganizama i algi;



(iv) etvrta generacija - dobijena primenom metabolickog inZenjeringa s ciljem
unapredenja proizvodnje tre¢e generacije biogoriva i povecanja proizvodnje
specifi¢nih jedinjenja. Dobijanje ovog tipa biogoriva je joS uvek predmet
opseznih istrazivanja.

Bioetanol je znacajan obnovljivi izvor energije koji se dobija fermentacijom biomase bogate
Se¢erima ili produkata dobijenih prethodnom enzimskom ili hemijskom konverzijom lignoceluloze
(Semecenko i dr., 2011; Jovi¢ i dr., 2015; Aditiya i dr., 2016).

Globalno zagrevanje atmosfere nastalo sagorevanjem fosilnih goriva i oslobadanjem CO, i
azotnih oksida koji pojacavaju efekat ,staklene baSte” predstavlja znacajan ekoloski problem
svetskih razmera. Stoga Rastogi i Shrivastava (2017) isticu da su glavne prednosti koriS¢enja
biogoriva Siroka distribucija bioresursa 1 smanjena emisija CO,, oksida azota 1 sumpora, kao 1
polutanata poput policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika $to daje znacajan doprinos u ocuvanju
zivotne sredine 1 poboljSanju kvaliteta Zivota 1 zdravlja stanovniStva. Kako bi se utvrdio doprinos
sagorevanja goriva efektu ,staklene baste” neophodno je definisati njegov ,,zivotni ciklus”. Za
razliku od fosilnih goriva, ukupan bilans emisije CO, pri sagorevanju bioetanola je jednak nuli bez
obzira na vrstu prirodnog izvora iz kog je dobijen (Mojovi¢ 1 dr., 2007). Tako su Aditiya i dr.
(2016) saopstili da bi se zamenom benzina bioetanolom emisija CO, u atmosferu smanjila ¢ak i do
80%. Takode, sagorevanje bioetanola je prakticno bez oslobadanja sumpora ali uz oslobadanje
znacajne koli¢ine toplotne energije. Isti autori su istakli da je u 2011. godini svetska proizvodnja
bioetanola bila veca od 100 milijardi litara Sto ga je uvrstilo medu najpozeljnije alternative fosilnim
gorivima. Na osnovu svega navedenog, proizvodnja bioetanola predstavlja jedan od prioriteta u
razvoju koncepta odrzivog razvoja na globalnom nivou. Iako ima 68% nizi sadrzaj energije od
benzina, visok sadrzaj kiseonika u bioetanolu ¢ini njegovo sagorevanje ,Cistijim” tj. rezultira
manjom emisijom toksi¢nih jedinjenja. Pored biorazgradivosti i manje toksi¢nosti, trziSna cena
bioetanola je niza Sto predstavlja jo§ jednu prednost njegove upotrebe (Walker, 2010). Medutim,
postoje 1 nedostaci u proizvodnji i upotrebi bioetanola kao §to su: (i) neodrzivost izvora biomase;
(ii) nepovoljni energetski bilans; (7ii) razliCita efikasnost mikroorganizama ukljuenih u proces
fermentacije; (iv) nemogucnost konvencionalnih motora da u potpunosti predu sa fosilnih goriva na
bioetanol itd. Enguidanos 1 dr. (2002) predlazu resenje poslednjeg problema kroz koris¢enje smese
fosilnog goriva 1 bioetanola s njegovim maksimalnim udelom do 22% cime bi se izbegla
modifikacija motora.

Za proizvodnju bioetanola na industrijskom nivou potrebno je uzeti u obzir vise faktora kao Sto
su koncentracija ugljenih hidrata u biomasi, odnosno njihova iskoristivost koja se ogleda u kolicini
etanola dobijenog iz jedinice mase sirovine 1 dostupnost i cena sirovine koje zavise od geografskog
porekla i uticu na ekonomski aspekt proizvodnje etanola (Enguidanos i dr. 2002). Bioetanol se
uglavnom proizvodi iz poljoprivrednih ostataka, medutim s aspekta kompeticije za izvorima hrane,
vec¢ sada a pogotovo u buduénosti, njegova proizvodnja bi mogla da predstavlja problem. Za razliku
od sirovina na bazi Secera i1 skroba, koriS¢enje lignocelulozne biomase je ekoloski 1 ekonomski
opravdanije posto se ta biomasa ne koristi direktno kao hrana (Ludwig i dr., 2013),

1.2.  Lignocelulozna biomasa

Lignoceluloza je jedan od najzastupljenijih biopolimera u prirodi i vazan obnovljivi izvor
energije. GodiSnje se Sirom sveta proizvede velika koliCina ove biomase (~150 milijardi tona), a
dominantna lignocelulozna sirovina koja se koristi u razli¢itim biotehnoloSkim procesima se
razlikuje od regiona do regiona (Asim i dr., 2015; Gupta i Verma 2015). Proizvodnja ove vrste
otpada je znacajna 1 u Srbiji gde je prema podacima Bankovi¢ i dr. (2009) 46,4% teritorije
pokriveno poljoprivrednim usevima a 29,1% Sumama. Ako se ovome doda biomasa trava i/ili
korova, komunalnog i1 otpada iz prehrambene industrije dobija se ogromna koli¢ina otpada koji
predstavlja ozbiljan balast za zivotnu sredinu. Neadekvatno upravljanje otpadom, odnosno njegovo
odlaganje na deponije ili spaljivanje vodi zagadenju zivotne sredine $to ima lo§ uticaj na zdravlje
ljudi (Staji¢ i dr., 2016). Medutim, lignocelulozna biomasa ima ogroman potencijal kao sirovina za
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proizvodnju hemikalija (ksilitol, ksiloza, glukoza, furfural), energije, enzima, papira, biogoriva i dr.
Sto potvrduje ekolosku opravdanost njenog koriS¢enja (Millati 1 dr., 2011; Staji¢ i dr., 2016).

Lignocelulozne sirovine se po sastavu, strukturi i poreklu svrstavaju u nekoliko grupa: (i)
poljoprivredni otpad (pSenicna 1 pirin¢ana slama, ostaci nakon Zetve kukuruza, reznice voca i sl.);
(ii) otpad iz Sumarstva; (iii) celulozni otpad (novine, papir i sl.); (iv) komunalni ¢vrsti otpad; (v)
biomasa trava i korova (Hu 1 dr., 2008; Sanchez i Cardona, 2008; Zheng i dr., 2009). Poljoprivredni
ostaci predstavljaju jedan od najveéih obnovljivih izvora §to se moze demonstrirati koli¢inom
ostataka iz proizvodnje pirin¢a i pSenice na svetskom nivou (104507 x 10* tona odnosno 98104 x
10* tona). Ne treba zanemariti komunalni i industrijski otpad kao potencijalne sirovine za
proizvodnju bioetanola, kao ni ostatke iz Sumarstva koji se smatraju najznacajnijim sirovinama za
dobijanje biogoriva druge generacije (Gupta i Verma, 2015). Zbog velike dostupnosti i niske cene
ovih sirovina, danas se poseban akcenat stavlja na razvoj i unapredenje tehnologije za njihovu
konverziju do fermentabilnih Secera. Medutim, kompleksnost hemijske strukture lignocelulozne
biomase usloZnjava njenu pripremu za proces fermentacije ¢ime se povecavaju troskovi procesa
proizvodnje (Arenas-Cardenas i dr., 2017).

1.2.1. Fizi¢ke i hemijske karakteristike lignocelulozne biomase

Lignoceluloza se sastoji iz celuloze, hemiceluloze i lignina koji ¢ine glavne komponente
¢elijskih zidova vaskularnih biljaka. Njihova zastupljenost u lignoceluloznom otpadu iznosi oko
80% suve mase, a sastav varira u zavisnosti od biljne vrste, klimatskih uslova, uslova rasta i faze
razvoja biljke (Barakat i1 dr., 2013). Pored lignina, celuloze i hemiceluloze, lignocelulozni otpad
sadrzi male koli¢ine pepela, ciklicnih ugljovodonika, proteina, vitamina, lipida i drugih jedinjenja
(prosti fenoli, smola, tanini, vosak, pektini 1 dr.) (Sanchez, 2009; Abdolali 1 dr., 2014). Sadrzaj
pepela varira izmedu 1% 1 20% u zavisnosti od razvojnog stadijuma biljke (oko 15% u slami
pirinca), dok su sadrzaji proteina 1 lipida relativno niski (na primer u slami 2-8% proteina i 1-2%
lipida) (Chen, 2014). Glavni ogranicavajuci faktor primene lignocelulozne biomase u procesu
dobijanja bioetanola je prisustvo lignina, najrezistentnijeg polifenolnog jedinjenja koje gradi mrezu
oko hemiceluloze i celuloze kao glavnih izvora fermentabilnih Se¢era onemogucavajuci njihovu
razgradnju (Sanchez, 2009; Millati 1 dr., 2011). Visok sadrzaj lignina (10-25% u zavisnosti od vrste
sirovine) takode nepovoljno utice na svarljivost lignoceluloznih ostataka smanjuju¢i njihovu
hranljivu vrednost (Ramos, 2003). Medutim, pored same prirode lignina mnogi drugi faktori kao Sto
su kristalna struktura celuloze, stepen polimerizacije, veli€ina Cestica biomase i1 broj acetil grupa
povezanih u polimerni lanac hemiceluloze, ograni¢avaju svarljivost celuloze 1 hemiceluloze (Millati
idr., 2011).

1.2.1.1.  Lignin

Lignin je najpostojanije prirodno polifenolno jedinjenje koje u biljnom ¢elijskom zidu zajedno
sa hemicelulozom gradi matriks u koji su uronjena vlakna celuloze (Hammel, 1997; Ponnusamy i
dr., 2019). Njegove glavne funkcije su zastita polisaharida ¢elijskog zida kao 1 efikasan transport
vode 1 nutrijenata 1 obezbedivanje Cvrstine biljaka. Pored celuloze, lignin predstavlja
najzastupljeniji obnovljivi izvor ugljenika na Zemlji pa samim tim ima vaznu ulogu u procesu
njegovog kruzenja u prirodi. Medutim, da bi se odrzao prirodni tok ugljenika, lignin mora biti
razgraden delovanjem razli¢itih organizama (Hammel, 1997). Sam proces razgradnje uti¢e na
humifikaciju zemljiSta jer se tokom njega oslobadaju aromati¢ni prekursori humusa, tanini,
flavonoidi i dr. Temperatura, kiselost i vlaznost zemljiSta su vazni spoljasnji faktori koji uti€u na
ligninoliticki proces u prirodnim ekosistemima. Naime, u nekim oblastima naslage stelje mogu biti
jako debele zbog niske pH vrednosti podloge i male koli¢ine padavina tokom leta §to nepovoljno
uti¢e na aktivnost mikroorganizama za razliku od tropskih Suma gde visoka vlaznost i temperatura
ubrzavaju proces razgradnje (Hammel, 1997).

Lignin je po svom hemijskom sastavu granati polimer sa fenilpropanskim jedinicama
povezanim medusobno C-C vezama koje su unutar molekula zastupljene sa 70% i C-O-C vezama
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sa zastupljenos¢u od 30%. Ispitivanjem strukture lignina, otkriveno je 11 vrsta veza unutar
molekula, od kojih je B-O-4 etarska veza najzastupljenija sa 40-60% (Li, 1996). Glavne
komponente lignina su p-kumaril-, koniferil- i sinapil alkohol, koji nastaju od fenilalanina u opsStem
fenilpropanoidnom 1 specificnom monolignolnom putu. Ove komponente se u ligninu javljaju u
formi fenilpropanoida i to p-hidroksifenila (H), gvajacila (G) i siringila (S). Medutim, koniferil
aldehid, 5-hidroksikoniferil alkohol i acetilovani monolignoli su takode monomerne jedinice lignina
(Ponnusamy i dr., 2019). Enzimi poput lakaza ili peroksidaza katalizuju reakciju njihove jedno-
elektronske oksidacije u prisustvu peroksida, gradeci fenoksi radikale koji se potom polimerizuju
formirajuci razli¢ite konfiguracije (Hammel, 1997; Kirk i Cullen, 1998; Boerjan, 2003; Markovi¢ i
dr., 2009; Harmsen i dr., 2010). Zbog svoje slozenosti, molekulska masa i relativna gustina lignina
su varijabilne i zavise od metode ekstrakcije (od nekoliko stotina do vise hiljada kDa odnosno od
1,35 do 1,50 kg/m?) (Chen, 2014).

Na osnovu fizi¢ko-hemijskih karakteristika, mogu se izdvojiti tri osnovna tipa lignina: (i) G-
lignin - lignin mekog drveta ili golosemenica koji iskljucivo sadrzi ostatke izvedene iz koniferil
alkohola; (ii)) GS-lignin - lignin tvrdog drveta ili skrivenosemenica koji sadrzi ostatke izvedene iz
koniferil 1 sinapil alkohola; (iii) HGS-lignin - lignin trava 1 zeljastih biljaka koji sadrzi sve tri glavne
komponente lignina. Kao posledica fizicko-hemijskih osobina, lignin tvrdog drveta je podlozniji
konverziji u odnosu na lignin mekog drveta (Ramos, 2003).

1.2.1.2. Celuloza

Celuloza je najzastupljeniji biopolimer sa godi$njom produkcijom procenjenom na 1,5 x 10
tona, $to je €ini neiscrpnim izvorom sirovine za proizvodnju energije. Ona predstavlja glavnu
komponentu biljnog ¢elijskog zida 1 njen sadrzaj varira u zavisnosti od vrste biljke 1 njene starosti
kao 1 uslova spoljasnje sredine. Generalno, zastupljenost celuloze u biljnim c¢elijama se krece
izmedu 23% 1 53% suve mase (Liu i Sun, 2010).

Celuloza (C¢H19Os)n je linearni homopolimer sastavljen od D-glukopiranoznih jedinica
medusobno povezanih B-1,4-glikozidnim vezama ¢iji stepen polimerizacije moze i¢i ¢ak do 15000
dok duzina lanca zavisi od vrste izvora (Hallac 1 Ragauskas, 2011; Chen, 2014; Oberlerchner i dr.,
2015). Nekoliko paralelnih lanaca glukoze formiraju fibrile koji se grupiSu u snopove gradeci
mikrofilamentoznu strukturu, dok viSe mikrofilamenata obrazuje makrofilamente. U regionima gde
dolazi do uspostavljanja vodoni¢nih veza izmedu molekula fibrila celuloza ima kristalnu strukturu
dok je preostali deo amorfan (Zhbankow, 1992; Alvira, 2010; Liu i Sun, 2010; Gruji¢, 2016). U
biljnom ¢elijskom zidu hemiceluloza ispunjava prostor izmedu fibrila dok su mikrofilamenti
okruzeni ligninom (Ramos, 2003). Celuloza je nerastvorljiva u vodi kao i razblazenim kiselinama
Sto doprinosi njenoj hemijskoj 1 mehanickoj stabilnosti 1 otpornosti (Zugenmaier, 2001). Takode,
zbog visokog stepena polimerizacije, rezistentnosti kristalne strukture i veze sa hemicelulozom i
ligninom, celuloza je otporna na dejstvo razli¢itih hemikalija 1 enzima Sto negativno utiCe na
efikasnost enzimske hidrolize (Alvira, 2010).

1.2.1.3. Hemiceluloza

Hemiceluloza je posle celuloze najrasprostranjeniji biopolimer u prirodi (Ren i Sun, 2010;
Limayem i Ricke, 2012). Za razliku od celuloze, hemiceluloza je granati polisaharid koga grade
pentoze i1 heksoze (D-ksiloza, L-arabinoza, D-manoza, D-galaktoza, D-glukoza, kao 1 4-O-metil
glukuronska, D-glukuronska i D-galakturonska kiselina) medusobno povezane B-1,4 i B-1,3
glikozidnim vezama. Hemiceluloza nije kristalno uredena zahvaljujuéi razgranatoj strukturi i acetil
grupama vezanim za polimerni lanac. S obzirom na razgranatu strukturu hemiceluloze, na glavnom
lancu ili granama su prisutni supstituenti male molekulske mase 1 niskog stepena polimerizacije
(80-200 jedinica). Jedna od glavnih uloga hemiceluloze je organizacija celuloze u ¢elijskom zidu
kao 1 obezbedivanje njegove Cvrstine zahvaljujuéi interakciji sa celulozom 1 ligninom (Arenas-
Cardenas i dr., 2017).



Hemiceluloza se klasifikuje u cetiri grupe: (i) ksilani - najznacajniji i Siroko rasprostranjeni
polimeri koji zbog svoje strukture imaju znacajnu primenu u razli¢itim biotehnnoloskim procesima;
(ii) ksiloglukani — prisutni u primarnom ¢elijskom zidu visih biljaka i vezani za celulozu; (7ii)
manani - prisutni u sekundarnom celijskom zidu mekog drveta; (iv) grupa sagradena od razli¢ito
povezanih B-glukana najceS¢e prisutna u ¢elijskom zidu trava (Schédel i dr., 2009; Ren i Sun, 2010;
Limayem i Ricke, 2012).

1.3.  Gljive kao razlagaci lignocelulozne biomase

Organizmi koji jedini imaju sposobnost da razlazu lignocelulozu su bakterije 1 gljive, s tim da
su gljive efikasniji razlagaci ostataka sa ve¢im udelom lignina posto su bolji producenti ligninaza u
odnosu na bakterije. Medutim, odredene vrste rodova Cellulomonas, Bacillus, Pseudomonas 1
pojedine Actinomycetes poput nekih vrsta roda Streptomyces imaju sposobnost razlaganja drvne
mase (Hatakka, 2005; Eriksson i dr., 2012; Rezania i dr., 2020).

Gljive izazivaci belog truljenja predstavljaju jedne od glavnih razlagaca lignoceluloze u
prirodi zahvaljujuéi slozenom ligninolitickom enzimskom sistemu §to ih ¢ini glavnim ucesnicima
prve faze tretmana biljne mase, tj. depolimerizacije i mineralizacije lignina (Sanchez, 2009; Staji¢ i
dr., 2009; Wan i Li, 2012). Ove vrste istovremeno razlazu sve komponente ¢elijskog zida pocev od
lumena ka srednjoj lameli zbog ¢ega biljno tkivo postaje sve krtije i svetlije kako proces napreduje
(D’Souza 1 dr., 1999; Staji¢ 1 dr., 2010). Kao najefikasniji razlagaci lignina u prirodi, gljive belog
truljenja imaju kljuénu ulogu u procesu kruzenja ugljenika. Najveéi broj ovih vrsta pripada
podrazdelu Basidiomycotina 1 to klasi Hymenomycetes dok je manji broj predstavnika iz
podrazdela Ascomycotina (familija Xylariaceae). Medutim, pored gljiva izazivac¢a belog truljenja u
prirodi postoje i vrste braon i mekog truljenja.

Gljive izazivaci braon truljenja razlazu celulozu 1 hemicelulozu dok lignin modifikuju
procesom metilacije. Hatakka (2005) je saopstio da ove gljive mnogo brze depolimerizuju celulozu
i hemicelulozu nego S§to mogu da iskoriste nastale hidrolizate pa dolazi do nakupljanja
neiskoriS¢enih Secera. Sa druge strane modifikovani lignin je reaktivniji u odnosu na prirodni zbog
veéeg sadrzaja karbonilnih, karboksilnih, fenolnih i hidroksilnih grupa (Sun i dr., 2009). Zbog
zaostalog lignina drvo dobija smedu boju, gubi mehanicka svojstva, postaje lomljivo i1 brzo puca.
Gljive braon truljenja daju veliki doprinos razgradnji drvne mase i formiranju zemljista jer
ostavljaju modifikovani lignin koji predstavlja vazan prekursor humusa (Hammel, 1997). Ovoj
grupi pripada oko 10% ukupnog broja vrsta gljiva koje mogu da razlazu lignoceluloznu biomasu i
koje pripadaju podrazdelu Basidiomycotina, uglavnom familiji Polyporaceae (Rayner i Boddy,
1988).

Gljive izazivati mekog truljenja razlazu polisaharidne komponente drvne mase 1 to
prevashodno one zasi¢ene vlagom i s visokom koncentracijom azota. Aktivnost ovih gljiva je
ogranicena na demetilaciju lignina zbog ¢ega ga u manjoj meri modifikuju. Sporiji su 1 manje
agresivni razlaga¢i drvne mase u odnosu na prethodne dve grupe (Kirk i Cullen, 1998). Prema
izgledu drvne mase nakon delovanja ovih gljiva mogu se razlikovati dva tipa mekog truljenja: (i)
tip 1 - odlikuje ga obrazovanje cilindri¢nih Supljina u sekundarnom ¢elijskom zidu; (ii) tip 2 -
erozivni tip degradacije sekunarnog celijskog zida. Gljive mekog truljenja uglavnom pripadaju
podrazdelima Ascomycotina i Deuteromycotina, kao $to su vrste rodova Penicillium, Chaetomium,
Alternaria 1 mnoge druge (Hammel, 1997; Kirk i Cullen, 1998).

1.3.1. Ligninoliti¢ki mehanizmi gljiva izazivaca belog truljenja

Zbog jedinstvenih ligninolitickih sposobnosti gljiva belog truljenja, njihov mehanizam
razlaganja lignina je predmet velikog broja istrazivanja. Ovi organizmi imaju sposobnost da
sintetiSu jedan ili viSe tipova enzima iz grupe lignin-modifikuju¢ih enzima. Kod ove grupe gljiva
Kirk i1 Cullen (1998) su opisali dva glavna mehanizma razlaganja lignina: (i) simultano razlaganje
- celuloza, hemiceluloza i lignin se razgraduju gotovo istovremeno pri ¢emu se Celijski zidovi
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postepeno tanje od lumena prema srednjoj lameli. Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Irpex lacteus, Xylaria hipoxylon su neke od vrsta koje na ovaj nacin vrSe razlaganje
drvne mase; (ii) selektivno razlaganje - lignin i hemiceluloza podlezu razgradnji pre celuloze.
Neki od predstavnika koji delignifikuju biomasu na ovaj na¢in su Dichomitus squalens, Ganoderma
australe, Phlebia tremellos 1 dr. (Martinez i dr., 2005). Kako Kirk i Cullen (1998) isticu, razlike u
tipu razgradnje lignina postoje kako izmedu razli¢itih vrsta gljiva tako i izmedu sojeva iste vrste.
Interesantno je pomenuti da u nekim slucajevima ista vrsta na razli¢itim biljnim delovima moze
izazvati razlicite tipove razlaganja.

Zahvaljujuéi postojanosti lignina, gljive ga razlazu specificnim mehanizmima. Postoji nekoliko
razli¢itth mehanizama koje odlikuje nastanak slobodnih radikala lignina koji zbog svoje
nestabilnosti podlezu nizu spontanih cepajuéih reakcija (Hammel, 1997). Gljive koje vrSe
razlaganje lignina suoCene su sa nekoliko problema: (i) krupan i jako razgranat polimer zbog Cega
ligninoliticki mehanizam mora biti ekstracelularan; (ii) postojanje stabilnih etarskih i ugljeni¢nih
veza izmedu subjedinica zbog Cega je mehanizam razgradnje oksidativan a ne hidroliticki; (7ii)
lignin je kombinacija stereo—iregularnih jedinica zbog cega se ligninoliticki enzimi moraju
odlikovati Sirokom specifiéno$¢u; (iv) nerastvorljivost lignina u vodi S$to proces razgradnje ¢ini
sporim (Kirk i Cullen, 1998).

Nakon brojnih studija sprovedenih tokom viSe od 30 godina, razjasnjeni su mehanizmi
razgradnje lignina kako gljivama izaziva¢ima belog truljenja tako i drugim grupama gljiva (Lundell
1 dr., 2010). Prema Janusz i dr. (2017) mehanizam razgradnje lignina prvi put je opisan kod vrste
Phanerochaete chrysosporium, gljive belog truljenja koja sintetiSe lignin- i Mn-oksidujuée
peroksidaze ali ne i1 lakaze. Kod ove vrste ligninoliza se odvija tokom sekundarnog metabolizma u
uslovima smanjene koli¢ine azota u medijumu, dok se kod vrsta rodova Bjerkandera i Pleurotus
vrsi 1 u prisustvu znacajne koli¢ine ovog elementa (Hammel, 1997; Staji¢ i dr., 2006a).

1.4. Enzimski sistemi gljiva

Razgradnja lignocelulozne biomase gljivama omogucena je Sirokim spektrom enzima ciji se
mehanizmi delovanja mogu podeliti na oksidativne 1 hidroliticke. Leonowicz i dr. (1999) i1 Sanchez
(2009) su izvrsili podelu enzima gljiva izazivaca belog truljenja na: (i) enzime koji razlazu celulozu,
hemicelulozu 1 lignin, tj. lignoceluloliticke enzime u ¢iji sastav ulaze ligninaze, celulaze i
hemicelulaze; (ii) enzime koji funkcioni$u u sadejstvu sa enzimima prve grupe ali ne i samostalno;
(iii) enzime povratne sprege koji su indirektno ukljuceni u delignifikaciju a direktno u razgradnju
celuloze.

Enzimi ukljuceni u degradaciju lignina se generalno mogu podeliti na hem peroksidaze koje
ukljucuju lignin- i Mn-oksidujuce peroksidaze i polifenol-oksidaze tj. lakaze (Dashtban i dr.,
2010). Vaznu grupu ¢ine ,,pomo¢ni” enzimi koji nemaju sposobnost da sami u¢estvuju u razlaganju
lignina ali su neophodni za zavrSetak procesa. Njihova uloga se ogleda u sekvencijalnom dejstvu
nekoliko redoks enzima ¢ijim delovanjem dolazi do stvaranja H202. U ovu grupu spadaju glioksal
oksidaze, aril-alkohol oksidaze, piranoza-2-oksidaze, glukozo oksidaze i celobiozo-dehidrogenaze.
U ligninolitickom procesu kao medijatori aktivno u€estvuju metaboliti gljiva kao $to su fenolna i
druga aromati¢na jedinjenja, peptidi male molekulske mase, metalni joni i dr. (Levansseur i dr.,
2008; Lundell i dr. 2010; Janusz i dr., 2013).

Kompleks celuloliti¢kih enzima ¢ine tri grupe enzima koje deluju sinergisticki: (i) endocelulaze
ili endo-B-1,4-glukanaze koje cepaju veze u unutraSnjem delu lanca celuloze; (ii) egzocelulaze ili
celobiohidrolaze koje »napadaju” krajeve polimera oslobadajuéi celobiozu; (iii) B-glukozidaze koje
katalizuju razgradnju celobioze na dva molekula glukoze (Sun i Cheng, 2002; Juturu i Wu, 2014;
Aditiya i dr., 2016).

Tokom procesa hidrolize, hemicelulaze olak3avaju celulazama pristup supstratu. Kako Sénchez
(2009) navodi, hemicelulaze su neophodne za potpunu razgradnju hemiceluloze do monomernih
SeCera 1 siréetne kiseline. Ova grupa enzima ukljucuje endo-1,4-B-ksilanaze koje katalizuju
raskidanje veza u ksilanu i1 nastanak oligosaharida i ksilan-1,4-B-ksilozidaze koje hidrolizuju
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oligosaharide do ksiloze. Pomo¢ni enzimi koji deluju sinergisticki i vrse hidrolizu ksilana i manana
su ksilan esteraze, ferulitne 1 p-kumaricne esteraze, a-4-O-metilglukuronozidaze 1 a-1-
arabinofuranozidaze.

1.4.1. Ligninoliti¢ki enzimi
1.4.1.1.  Lignin-peroksidaze

Lignin-peroksidaze (LiP; EC1.11.1.14) su prvi otkriveni lignin-modifikuju¢i enzimi i to kod
Phanerochaete chrysosporium dok su kasnije otkriveni i kod Trametes versicolor, Bjerkandera sp. i
Phlebia tremellosa. Medutim, dokazano je da neke vrste gljiva belog truljenja kao Sto su
Dichomitus squalens, Ceriporiopsis subvermispora 1 Pleurotus spp. ne sintetiSu ove enzime
(Johansson i Nyman 1993; Kirk i Cullen, 1998; Aarti i dr., 2015). LiP predstavljaju moc¢ne
oksidanse koji zbog visokog redoks potencijala oksiduju i uobicajene peroksidazne supstrate (fenole
1 aniline) ali 1 niz nefenolnih jedinjenja ¢ija je struktura slicna onoj kod jedinica lignina. Jedan od
nefenolnih supstrata ovih enzima je veratril alkohol (VA) koji je ujedno i1 redoks medijator u
procesima oksidacije lignina (Kirk i Cullen, 1998; Wong, 2009). Ovi enzimi sadrze dva jona
kalcijuma koji su esencijalni za njihovu aktivnost, molekulska masa im je u opsegu izmedu 35 1 48
kDa a pH optimalna za njihovu aktivnost od 3,1 do 4,7 (Santhanam 1 dr., 2012; Sigoillot i dr., 2012;
[li¢-Durdi¢, 2020). SintetiSu se u viSe izoformi koje se razlikuju po stepenu glikozilacije,
izoelektricnim tackama (pl), supstratnoj specificnosti i stabilnosti. Na pocetku svakog katalitickog
ciklusa nativni enzim sadrzi gvozde u feri stanju (Fe’") koje se oksiduje pomoéu H20: kao
akceptora elektrona do jedinjenja I (Fe*'- okso-porfirin-radikal intermedijer [Fe(IV) = O*']) uz
otpustanje molekula vode (Wong, 2009). S obzirom da jedinjenje I ima deficit od dva elektrona u
odnosu na nativni enzim, njegova redukcija se odvija u dva koraka tako $to prvo dolazi do jedno-
elektronske oksidacije prvog molekula supstrata, poput VA kao donora elektrona, i formiranja
jedinjenja II [Fe(IV) = O] i veratril katjon radikala. Jedinjenje II dalje oksiduje drugi molekul
supstrata vracajuci se u nativno stanje za pocetak novog katalitiCkog ciklusa (Wong, 2009).

1.4.1.2.  Mn-oksidujude peroksidaze

Ova grupa enzima obuhvata Mn-zavisne peroksidaze (MnP; ECI.11.1.13) 1 Mn-
nezavisne/verzatil peroksidaze (MnlIP/VP; EC1.11.1.16). MnP predstavljaju znacajne lignin-
modifikujuée enzime prvi put detektovane pre vise od 30 godina kod Ph. chrysosporium a kasnije 1
kod vecine vrsta izazivaca belog truljenja (Kirk i Cullen, 1998; Janusz i dr., 2017). Njihova
molekulska struktura je sli¢na onoj kod LiP ali su slabiji oksidansi zbog manjeg deficita elektrona u
porfirinskom prstenu. Ovi enzimi su H202-zavisni hem-glikoproteini sa gvozde protoporfirin IX
prostetickom grupom ¢&ija je glavna funkcija oksidacija Mn?" u visoko reaktivan Mn*" koji je
medijator u procesu oksidacije organskog supstrata poput lignina, fenola i dr. (Hofrichter, 2002)
SintetiSu se u razli¢itom broju izoformi koji varira od vrste do vrste, na primer kod Ceriporiopsis
subvermispora zabelezeno je ¢ak 11 izoformi (Hofrichter, 2002). Njihova molekulska masa je u
opsegu od 38,0 do 62,5 kDa (naj¢esce oko 45,0 kDa), a pI od 2,9 do 7,1 (Hofrichter, 2002; Sigoillot
1dr., 2012). Kataliti¢ki ciklusi MnP i LiP su veoma sli¢ni, medutim MnP su jedinstvene po tome $to
je kod njih Mn*" obligatni donor elektrona pri redukciji enzima kome nedostaje jedan elektron da bi
presao u nativno stanje. Ciklus zapoc€inje elektronskom oksidacijom nativnog enzima sa H202 pri
¢emu dolazi do formiranja jedinjenja I (Fe*'- okso-porfirin-radikal kompleks) i oslobadanja
molekula vode. Jedinjenje I se u prisustvu supstrata, fenola ili Mn?" dalje redukuje do jedinjenja IT
(Fe*- okso-porfirin kompleks) koje se redukuje do nativnog enzima u prisustvu Mn*' iz
lignoceluloze koji se oksiduje u Mn*" uz oslobadanje drugog molekula vode (Hofrichter, 2002;
Martinez, 2002). U reakciji oksidacije ovih enzima nastaju mali difuzibilni molekuli koji napadaju
fenolnu komponentu lignina oslobadajuci reaktivne fenoksi radikale koji u€estvuju u raskidanju
veze izmedu aromati¢nog prstena i a-ugljenika (Martinez, 2002; Martinez i dr., 2005). Medutim, pri



visokoj koncentraciji H202 moZe biti reverzibilni inhibitor MnP formirajuéi kataliti¢ki neaktivno
jedinjenje III (Hofrichter, 2002).

MnlIP/VP su prvi put izolovane nakon te¢ne kultivacije Pleurotus eryngii u
glukoza/pepton/ekstrakt kvasca medijumu (Martinez i dr., 1996). Kasnije su Staji¢ 1 dr. (2010),
Cilerdzi¢ i dr. (2011) i Janusz i dr. (2013) zabelezili ove enzime i kod vrsta rodova Bjerkandera,
Ganoderma, Trametes 1 dr. S obzirom da ovi enzimi katalizuju oksidativne reakcije karakteristi¢ne
za MnP (oksidacija Mn?" u Mn*") smatrani su izoenzimima MnP (Martinez i dr., 1996; Giardina i
dr., 2000). Medutim, oni katalizuju 1 oksidativne reakcije koje su karakteristicne za LiP, odnosno
oksidaciju niza fenolnih i nefenolnih aromati¢nih supstrata zbog ¢ega ih Caramelo i dr. (1999)
smatraju LiP-MnP hibridima. Zbog kombinacije katalitickih mehanizama imaju sposobnost da
oksiduju Sirok spektar supstrata razlicitog redoks potencijala (Pérez-Boada i dr., 2005; Sigoillot i
dr., 2012). To su glikoproteini sa dva jona kalcijuma koji se produkuju u vise izoformi, molekulske
mase u rasponu od 40 do 45 kDa i pI od 3.4 do 3,9 (Mester i Field, 1998).

1.4.1.3. Lakaze

Lakaze (EC1.10.3.2) su prvi put izolovane iz japanskog drveta Rhus vernicifera, a nesto kasnije
su otkrivene 1 kod mnogih drugih vrsta biljaka, insekata i bakterija (Yoshida, 1883; Claus, 2004;
Dashtban i dr., 2010). Medutim, prema navodima Thurston (1994) i Dashtban i dr. (2010) najbolji
producenti ovih enzima su gljive izazivaci belog truljenja poput Cerrena unicolor, Lentinus
tigrinus, Ph. chrisosporium, Pleurotus ostreatus, Trametes spp. i dr. Takode, i1 neke vrste izazivaci
braon truljenja kao Sto su Chaetomium thermophile, Coniophora puteana, Melanocarpus
albomyces, Neurospora crassa i dr., produkuju ove enzime. Utvrdeno je da lakaze kod gljiva imaju
ulogu u pigmentaciji, formiranju plodonosnih tela 1 ekspresiji patogenosti (Hoshida i dr., 2001).

Lakaze gljiva su ekstracelularni glikoproteini molekulske mase od 60 do 80 kDa i kisele do
priblizno neutralne pl koje se sintetiSu u nekoliko izoformi ¢iji broj zavisi od vrste, uslova
kultivacije kao i prisustva, odnosno odsustva inducera u medijumu, a reguliSu ih familije strukturno
povezanih gena (de Souza i dr., 2004; Baldrian, 2006; Morozova i dr., 2007). Katalizuju Cetiri
uzastopne jedno-elektronske oksidacije brojnih organskih i neorganskih supstrata, ukljucujuci
fenolna i nefenolna aromati¢na jedinjenja, do odgovarajuéih radikala koriste¢i molekulski kiseonik
kao akceptor elektrona koji se redukuje do vode (Thurston, 1994; Morozova i dr., 2007). Oksidacija
supstrata moze biti ili direktna, interakcijom sa katalitiCkim centrom enzima, ili indirektna, preko
hemijskih medijatora (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS), 1-
hidroksibenzotrijazol i dr.) (Claus, 2004; Riva, 2006; Canas i Camarero, 2010)

Lakaze gljiva su polifenol-oksidaze sa jednim do Cetiri atoma bakra rasporedena u tri aktivna
centra (T1, T2 i T3) koji se redukuju uporedo sa oksidacijom supstrata igraju¢i kljuénu ulogu u
katalitickom ciklusu (Thurston, 1994; Janusz i dr., 2017). Prema podacima Alcade (2007) atom Cu
unutar T1 aktivnog centra je primarni akceptor elektrona. Nakon prelaska elektrona na T2 i T3
centre i redukcije enzima dolazi do vezivanja dva atoma kiseonika i formiranja peroksida kao
intermedijera. Na kraju katalitickog ciklusa peroksid se u potpunosti oksiduje a kiseonik redukuje
do molekula vode. Medutim, neke vrste gljiva, kao Sto je Coprinus cinereus, ne sadrze sva cCetiri
atoma Cu u molekulu lakaze $to uzrokuje nepotpunu kataliticku aktivnost enzima (Ducros i dr.,
1998). Sa druge strane kod pojedinih vrsta gljiva lakaze umesto Cu mogu da vezu i druge metale
(Zn, Fe ili Mn) ali se tada ne svrstavaju u takozvane ,,plave” lakaze (Palmieri i dr., 1997; Min i dr.,
2001). Ovo je zabelezeno kod izoforme (POXA1) koju sintetiSe P. ostreatus 1 koja sadrzi jedan
atom Cu, jedan atom Zn i dva atoma Fe, a zbog odsustva karakateristi¢ne plave boje je svrstana u
tzv. ,bele” lakaze. Siroka supstratna specifi¢nost i kori§éenje O2 kao krajnjeg akceptora elektrona
daje im prednost za primenu u brojnim biotehnoloskim procesima, ukljucujuéi i proizvodnju
bioetanola (Dashtban i dr., 2010).



1.4.2. Celuloliti¢ki enzimi

Pored lignin-modifikujuc¢ih enzima, gljive sintetiSu i celulaze i hemicelulaze koje hidrolizuju
delignifikovani materijal do Secera, tj. iskoristivih izvora energije zbog ¢ega imaju znacajnu ulogu u
brojnim biotehnoloskim procesima kao $to je proizvodnja bioetanola (Jututru i Wu, 2014; Zeng i
dr., 2014). Pored gljiva srecu se i1 kod bakterija, biljaka i nekih beski¢menjaka, a poredenjem
njihovih aminokiselinskih sekvenci i kristalnih struktura klasifikuju se u vise razli¢itih familija (Xi i
dr., 2013; Zhang i Zhang, 2013). Kao 1 sve glikozid-hidrolaze, celulaze vrSe raskidanje f-1,4-
glikozidnih veza u molekulu celuloze oslobadaju¢i glukozu. Ono $§to razlikuje celulaze od drugih
klasa enzima jeste sposobnost hidrolize nerastvorljivog supstrata. Celulaze ¢ine kompleks tri
enzima: (i) endocelulaze ili endo-B-glukanaze (EG; 3.2.1.4), (ii) egzocelulaze ili celobiohidrolaze
(CBH; EC3.2.1.91) 1 (iii) B-glukozidaze (EC3.2.1.21), ¢ijim se sinergistickim dejstvom dobija
glukoza kao glavni proizvod hidrolize celuloze (Zhang i Lynd, 2004; Buckeridge i Goldman, 2011;
Paramjeet 1 dr., 2018).

Endocelulaze predstavljaju enzime koji nasumicno hidrolizuju f-1,4-veze u celuloznim
lancima, smanjuju¢i na taj nacin stepen polimerizacije lanaca pri ¢emu dolazi do stvaranja
oligosaharida sa redukuju¢im i neredukuju¢im krajevima na koje dalje deluju egzocelulaze (Singh i
Hayashi, 1995; Xi 1 dr.,, 2013). Takav naCin razgradnje celuloze je od velikog znaCaja jer
omogucava da endocelulaze pristupe manje uredenim ili delimi¢no zasticenim delovima amorfne
celuloze. Sweeney 1 Xu (2012) su istakli znacaj sinergizma endo- i egzocelulaza u industrijskim
procesima efikasne transformacije biomase. Aktivho mesto ovih enzima je u obliku pukotine,
unutar koje enzim vezuje 1 razgraduje celulozne lance. Medutim, kod endocelulaza gljiva
celulozno-vezuju¢i domen moze da odsustvuje (Varnai i dr., 2014; Gruji¢ i dr., 2015).

Egzocelulaze ili celobiohidrolaze su enzimi koji hidrolizuju lance celuloze sa redukuju¢ih
(CBH ) 1 neredukujuc¢ih (CBH 1II) krajeva oslobadaju¢i celobiozu ili celotetrozu. Teeri (1997) je
saopstio da CBH I 1 CBH II imaju sposobnost da kompletno hidrolizuju kristalnu celulozu ¢ak i bez
delovanja endocelulaza ali je tada proces veoma spor. CBH sadrZe aktivno mesto nalik tunelu kroz
koje je omogucéeno provlacenje krajeva celuloznih lanaca i oslobadanje celobioze. Nakon toga
egzocelulaze nastavljaju da klize niz lanac celuloze gde zapoc€inju slede¢i korak hidrolize (Vocadlo
i Davies, 2008; Liu i dr., 2011). Trichoderma reesei je jedan od najboljih producenata celulalaza i
hemicelulaza i1 ima Siroku industrijsku primenu (Xu i dr., 2009). Od ukupnih celulaza, egzocelulaze
kod ove vrste ¢ine 80% (CBH I:CBH II = 60%:20%), dok endocelulaze i B-glukozidaze ¢ine svega
15,5% (15%:0,5%) (Nummi i dr., 1983; Merino i Cherry, 2007).

Nakon delovanja endo- i egzocelulaza, B-glukozidaze hidrolizuju celobiozu do glukoze. Ovi
enzimi imaju glavnu ulogu u regulaciji celulolitickog procesa i predstavljaju limitirajuéi faktor
celokupnog procesa hidrolize celuloze (Sweeney i Xu, 2012; Paramjeet i dr., 2018). Poznato je da
akumulacija glukoze i celobioze, kao krajnjih produkata hidrolize, inhibira celulaze i uti¢e na
smanjenje prinosa glukoze. Od celulolitickih enzima ukljuc¢enih u proces hidrolize lignoceluloznog
supstrata najviSe su inhibirane endocelulaze i celobiohidrolaze, dok su [-glukozidaze manje
osetljive na visoke koncentracije monosaharida (Hsieh i dr., 2014). Zbog toga B-glukozidaze imaju
presudni znacaj u spreavanju drasticnog usporavanja hidrolize (Merino 1 Cherry, 2007). Za razliku
od endo- i egzocelulaza, B-glukozidazama u vecini slucajeva nedostaje celulozno-vezujuéi domen,
dok im je aktivnho mesto u obliku dZepa koje omogucava delovanje na neredukujuée jedinice
glukoze (Langston i dr., 2006).

Generalno, celulaze poseduju celulozno-vezuju¢i domen koji je neophodan za adheziju enzima
za supstrat, ¢cime se katalitickom domenu omogucava vrSenje funkcije (Jorgensen i dr., 2007). Iako
celulozno-vezujuc¢i domen nije ukljucen u proces hidrolize, Bayer i dr. (1998) isticu da bi njegovo
uklanjanje znacajno umanjilo efikasnost hidrolize celuloze. Medutim, iako se ovaj domen smatrao
veoma znacajnim za delovanje celulaza, novija genetska istrazivanja su pokazala da mnogim
celulazama on nedostaje (Varnai i dr., 2014). Takode, noviji podaci su potvrdili da njegovo
prisustvo nije neophodno za delovanje celulaza ve¢ da moze da utice na povecanje koncentracije
enzima na povrsini supstrata. StaviSe, isti autori su saopstili da je upotreba celulaza sa ili bez



celulazno-vezuju¢eg domena bila podjednako efikasna u industrijskim procesima koji zahtevaju
visoke koncentracije supstrata i male kolicine vode.

1.4.3. Hemiceluloliti¢ki enzimi

Ksilan predstavlja najzastupljeniji polisaharid u hemicelulozi ¢ine¢i viSe od 30% suve mase
¢elijskog zida vaskularnih biljaka (Paramjeet i dr., 2018). Retko se javlja u vidu linearnog
homopolimera izgradenog od B-1,4-vezanih ksilopiranoznih jedinica, ve¢ se kod najveceg broja
biljaka nalazi u obliku heteropolimera kod koga su Cz i C3 atomi ksiloze supstituisani nizom bo¢nih
grupa kao §to su arabinoza, acetil grupa, glukuronska kiselina, p-kumarinska i ferulinska kiselina
(Bastawde, 1992; Scheller i Ulvskov, 2010).

Sanchez (2009) je saopstio da efikasna hidroliza hemiceluloze zahteva sinergisticko delovanje
nekoliko enzima, ne samo zbog njene strukture ve¢ 1 veze sa ostalim komponentama c¢elijskog zida.
Glavni hemiceluloliticki enzimi su endo-1,4-p-ksilanaze koje hidrolizuju lance B-1,4-ksilana
oslobadajuci oligosaharide i egzo-1,4-B-ksilozidaze koje cepaju ksilobiozu i ksilo-oligosaharide
oslobadajuci ksilozu. Pored ksilanaza i ksilozidaza u razgradnju hemiceluloze ukljuceni su i tzv.
»pomo¢ni” enzimi (acetilksilanska-esteraza, ferulinska esteraza, o-arabinofuranozidaza i dr.)
(Moreira 1 Filho, 2008). Tako je za potpunu razgradnju arabinoksilana, kao jedne od komponenti
¢elijskog zida pSenicne slame neophodno delovanje a-arabinofuranozidaza koje dovode do
raskidanja kovalentnih veza izmedu a-arabinoze 1 D-ksiloze i1 uklanjanja ksiloznih ostataka (de
Vries idr., 2000).

1.5. Dobijanje bioetanola iz lignocelulozne biomase

Sanchez (2009) je proces dobijanja bioetanola iz lignoceluloznih ostataka podelio na tri faze:
(i) pre-tretman tj. delignifikacija lignoceluloze; (ii) enzimska hidroliza tj. saharifikacija pretretirane
biomase; (iii) fermentacija hidrolizata.

1.5.1. Pre-tretman

Proces konverzije lignoceluloznog otpada do fermentabilnih Secera zahteva skup i sloZen pre-
tretman, neophodan za uklanjanje rezistentnog lignina, ¢ime se povecava dostupnost celuloze
enzimima i omogucava njena efikasna hidroliza. Zbog kompleksnosti prirode lignoceluloznog
materijala, ovaj proces predstavlja jedan od najvaznijih ali i najkriti¢nijih koraka u procesu
konverzije lignoceluloze do etanola (Sénchez i Cardona, 2008; Hadar, 2013; Kumar i Sharma,
2017). Efikasnost saharifikacije, tj. prevodenje polisaharida u proste Secere, kao i prinos etanola
zavise od pre-tretmana. Uprkos ¢injenici da je pre-tretman veoma skupa faza u proizvodnji
bioetanola (¢ak 33% ukupnih troskova) pokazano je da efikasan pre-tretman poveéava prinos
etanola do ¢ak 70%, Sto opravdava napore za razvoj novih metoda ovog postupka u cilju isplativosti
dobijanja bioetanola (Alizadeh i dr., 2005; Merino i Cherry, 2007). Metode pre-tretmana koje se
najceS¢e koriste u procesu dobijanja bioetanola mogu biti fizicke, hemijske, fizicko-hemijske,
bioloske i kombinovane (Kumari i Singh, 2018). Wan i Li (2012) su pokazali da se tretmanom
lignoceluloze baziranom na kombinaciji fizi€kih i hemijskih metoda uz ucesce gljiva izazivaca
belog truljenja iskoristivost celuloze moze povecati i do 20%. Medutim, uprkos povecéanoj
iskoristivosti celuloze, hemijsko-fizicko-bioloski tretman zahteva upotrebu hemikalija i znacajan
utrosak energije. Zbog toga bi ,idealan” pre-tretman podrazumevao iskljuivanje energetsko-
ekonomski zahtevnih procesa, ubrzavanje hidrolize, povecanje prinosa Secera i1 sprecavanje
nastanka inhibitornih jedinjenja (Gupta i Verma, 2015). Sve ove karakteristike su svojstvene
bioloskom tretmanu koji ipak ima i odredena ograni¢enja kao $to su duZzina trajanja procesa (od
nekoliko nedelja do nekoliko meseci) i manji prinos krajnjeg produkta zbog Cega je njegova
primena na industrijskom nivou jos uvek ogranicena (Millati i1 dr., 2011; Mauria i dr., 2015; Sindhu
i dr., 2016; Rezania i dr., 2020). Selektivnost lignoceluloznog razlagaca je takode veoma bitan
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parametar u ovom procesu. Tako su Wan i Li (2012) pokazali da je Ph. chrysosporium za samo
nekoliko dana kultivacije u velikoj meri delignifikovala supstrat ali nije pokazala selektivnost, dok
je P. ostreatus kao selektivnom i efikasnom delignifikatoru bilo potrebno nekoliko nedelja.
Medutim, ovo se moze prevazi¢i direktnom upotrebom ligninolitickih enzima ¢ime bi se resio
problem paralelne degradacije holoceluloze do koje dolazi tokom fermentacije supstrata gljivama
(Rodrigues i dr., 2008).

1.5.1.1.  Faktori koji uti¢u na pre-tretman lignoceluloze

Efikasna konverzija lignoceluloznog otpada u prisustvu gljiva izazivaca belog truljenja zavisi
od niza faktora, od kojih je odabir vrste jedan od najznacajnijih (Staji¢ i dr., 2004, 2006a,b;
Cilerdzi¢ i dr., 2011, 2017). Gljive se medusobno razlikuju po selektivnosti degradacije
lignoceluloznog materijala, tj. po afinitetu da u ve¢oj meri razloze lignin i hemicelulozu u odnosu
na celulozu (Wan i Li, 2012). Pored vrste i soja gljive, efikasnost pre-tretmana zavisi i od fizi¢ko-
hemijskih svojstava lignocelulozne biomase kao i od uslova njene fermentacije (Millati i dr., 2011;
Wan i Li, 2012; Cilerdzi¢ i dr., 2016a, 2017; Staji¢ i dr. 2006b, 2017). Tako, neke vrste roda
Pleurotus efikasno razgraduju lignin iz slame, ali ne 1 lignin tvrdog drveta poput breze ili mekog
drveta kao $to je bor (Millati i dr., 2011). Brojne studije su takode pokazale da je proces
delignifikacije znatno efikasniji u uslovima ¢vrste fermentacije koja ima niz prednosti u odnosu na
tecnu: () visi nivo kiseonika koji pospesuje proces delignifikacije koji je u potpunosti oksidativan;
(ii) relativno niska vlaznost koja pogoduje sintezi specificnih jedinjenja; (iii) slinost uslova Cvrste
fermentacije sa uslovima prirodnih stanista gljiva (Mussato i dr., 2012; Pinto i dr., 2012; Cilerdzi¢ i
dr., 2011, 2017). Medutim, glavni nedostatak Cvrste fermentacije je u odsustvu slobodne vode $to
ogranicava transfer hranljivih materija i enzima kao 1 provodljivost biljnog materijala, Sto rezultuje
temperaturnim gradijentom unutar supstrata usled metabolicke aktivnosti gljiva (Wan 1 Li, 2012).
Vazan faktor koji utiCe na produkciju visoko aktivnih formi enzima a time i na efikasnost
razgradnje lignoceluloze je izvor azota kao i njegova koncentracija (Millati i dr., 2011; Cilerdzi¢ i
dr. 2019). Tako su Mikiashvili i1 dr. (2006) pokazali da je P. ostreatus sintetisao visoko aktivne
ligninoliticke enzime u medijumu sa organskim izvorima azota ali ne i u prisustvu neorganskih.
Izvori 1 koncentracija ugljenika u medijumu takode uti¢u na produkciju ligninolitickih enzima kod
gljiva izazivaca belog truljenja (Mikiashvili i dr., 2005; Wang i dr., 2008; Staji¢ i dr., 2006a).
Mikiashvili 1 dr. (2005) su pokazali da su celobioza i manitol dobri izvori ugljenika za sintezu
lakaza kod Trametes versicolor ali znatno slabiji u odnosu na koru mandarine koja je kao jedini
izvor ugljenika indukovala produkciju ¢ak 7 puta aktivnije forme ovog enzima. Sli¢ne rezultate
dobili su i Staji¢ i dr. (2006a) i Cilerdzi¢ i dr. (2011) koji su pokazali da su kore mandarina i
piljevina vinove loze znatno efikasnije indukovali aktivnost lakaza kod Pleurotus spp. odnosno kod
T. hirsuta kod koga je optimalan supstrat za sintezu visoko aktivnih formi MnP bila pSeni¢na slama.
S druge strane, D-glukoza je stimulisala sintezu MnP 1 kod 7. versicolor 1 kod Ph. chrysosporium
ali u znatno manjoj meri u odnosu na lignocelulozu (Mikiashvili i dr., 2005; Wang i dr., 2008).
Takode, dodavanjem mikroelemenata kao §to su Mn?*, Cu®" i dr. i inducera, poput aromati¢nih
jedinjenja, moze se stimulisati produkcija ligninolitickih enzima i razgradnja biomase (Bonnarme 1
Jeffries, 1990; Staji¢ i dr. 2006b; Millati i dr., 2011; Wan i Li, 2012; Cilerdzi¢ i dr., 2019). Tako je
u studijama Bonnarme 1 Jeffries (1990), Palmieri i dr. (2000), Baldrian i Gabriel, (2002) dodavanje
Mn?" indukovalo sintezu MnP kod Ph. chrysosporium, Phlebia spp., Lentinula edodes i Phellinus
pini ali inhibiralo produkciju LiP, dok je dodavanje Cu®" stimulisalo aktivnost lakaza. Sa druge
strane, Staji¢ i dr. (2006b) su pokazali da Cu*" i Mn?" imaju razli¢ite efekte na proizvodnju lakaza i
peroksidaza kod odabranih vrsta roda Pleurotus, ¢iji efekat zavisi od vrste, uslova kultivacije kao 1
njihove koncentracije.

Brojne studije su pokazale da je i nivo aeracije vazan parametar efikasne degradacije
lignoceluloze koja je u potpunosti oksidativan proces. Naime, Zadrazil i dr. (1991) su visokim
nivoom kiseonika stimulisali delignifikaciju slame tokom njene Cvrste fermentacije sa Stropharia
rugosso-anulata. Medutim, pokazano je da koncentracija kiseonika nije u pozitivnoj korelaciji sa
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selektivnos¢u degradacije (Lee, 1997). Vlaznost medijuma od 60% do 80%, blago kisela pH i
temperatura u rasponu od 15 do 35 °C su optimalni uslovi za efikasan pre-tretman lignocelulozne
biomase (Lee, 1997; Holker 1 Lenz, 2005; Mitchell i dr., 2006; Shi i dr., 2008; Millati i dr., 2011;
Wan i Li, 2012). S obzirom na veliki potencijal ligninolitickih enzima gljiva izazivaCa belog
truljenja danas se poseban akcenat stavlja na optimizaciju uslova delignifikacije radi Sto efikasnije 1

jeftinije transformacije lignoceluloznih ostataka u hranu i hranivo, papir i biogorivo (Staji¢ i dr.,
2009).

1.5.2. Enzimska hidroliza pretretiranog lignoceluloznog materijala

Celulaze su relativno skupi enzimi pa je znacajno smanjenje troSkova njihove proizvodnje
kljuéno kako bi cena bioetanola dobijenog iz lignocelulozne biomase postala konkurentna ceni
fosilnih goriva ili bioetanola dobijenog iz skrobne biomase. Proizvodnja ovih enzima iz jeftinih
supstrata kao i povecanje njihove produktivnosti i termicke stabilnosti neophodni su kako bi se
proces hidrolize ucinio najkonkurentnijim za dobijanje bioetanola (Zhang 1 dr., 2006a; Semecenko 1
dr., 2011). Enzimska hidroliza celuloze u poredenju sa kiselom, odnosno baznom, hidrolizom ima
brojne prednosti: (i) blagi reakcioni uslovi (45-50 °C, pH 4,8); (ii) visok prinos redukujucih Secera;
(iii) visoka selektivnost; (iv) nizi troSkovi; (v) odsustvo korozivnih uticaja (Predojevi¢, 2010;
Semecenko i dr., 2011). Modelovanje kinetike enzima ukljucenih u hidrolizu celuloze je jedna od
moguénosti optimizacije ovog procesa (Bansal i dr., 2009). Interakcija celulaza sa supstratom kao i
identifikacija ogranicavaju¢ih faktora brzine njihovog delovanja su najvazniji parametri u
razumevanju kinetike procesa hidrolize. Enzimska hidroliza pretretiranih lignoceluloznih ostataka
predstavlja kljucni korak u celokupnoj proizvodnji bioetanola, s obzirom da se tokom njega
oslobadaju fermentabilni Seceri koji predstavljaju supstrat za alkoholnu fermentaciju (Juturu i Wu,
2014). Enzimska hidroliza se odigrava kroz dva procesa: (i) primarnu koja se generalno odvija na
povrsini supstrata i u toku koje dolazi do nastanka meduproizvoda, odnosno rastvorljivih Secera sa
stepenom polimerizacije manjim od 6; (ii) sekundarnu u toku koje dolazi do hidrolize
intermedijera na manje molekule koji se dalje hidrolizuju do glukoze pomocu B-glukozidaza
(Predojevi¢, 2010; Yoon i dr., 2014).

Efikasnost procesa hidrolize zavisi od nekoliko faktora: (i) stabilnosti enzima; (7i) efikasnosti
vezivanja enzima za supstrat; (iii) koliCine nastalih inhibitornih jedinjenja; (iv) fizicko-hemijskih
karakteristika lignocelulozne biomase; (v) sinergizma unutar enzimskog kompleksa (Gusakov 1 dr.,
2007; Heinzelman i dr., 2009; Singhania i dr., 2010). S obzirom da se vrste rodova Trichoderma i
Aspergillus najceS¢e koriste za proizvodnju komercijalnih celulolitickih enzima, sinergisticki
mehanizam hidrolize opisan je kod 7. reesei (Zhang 1 Lynd, 2006). Na ovom modelu je pokazano
simultano odvijanje procesa koji otpocinje delovanjem endocelulaza koje naizmeni¢no hidrolizuju
celulozne veze smanjujuci stepen polimerizacije kreiraju¢i tako nova mesta za vezivanje
egzocelulaza Cijom se aktivno$¢u dobijaju celobiozne jedinice koje su i induceri i supstrat za
produkciju B-glukozidaza. 7. reesei produkuje nekoliko B-glukozidaza koje razlazu celobiozu do
glukoze, krajnjeg produkta sinergizma enzimskog kompleksa (Lynd i dr., 2002; Zhang i dr., 2006b;
Zhang i Lynd, 2006). Pored navedenih vrsta, vazni producenti celulolitickih enzima su i vrste
rodova Chaetomium, Helotium, Coriolus, Phanerochaete, Schizophyllum, Serpula, Cladosporium,
Fusarium, Geotrichum, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium i dr. (Lynd i dr., 2002).

S ciljem povecanja prinosa celulolitickih enzima do industrijskog nivoa potrebno je
optimizovati razliite parametre ovog procesa ukljuc¢ujuci i odabir supstrata, s obzirom da se zna da
su vlaznost, pH 1 temperatura kao i1 priroda biljnog otpada (kristalna struktura celuloze, stepen
polimerizacije, sadrzaj lignina) vazni faktori koji uticu na proizvodnju ovih enzima (Hendriks i
Zeeman, 2009; Yoon, 2014). Pored koriS¢enja u konverziji lignocelulozne biomase, celulaze imaju
Siroku primenu i u prehrambenoj, papirnoj, tekstilnoj i hemijskoj industriji (Juturu i Wu, 2014).

lako razgradnjom hemiceluloze moze da se dobije znacajna koli¢ina fermentabilnih Secera,
njena hidroliza je dosta sloZenija u odnosu na celulozu zbog strukture i potrebe za uceséem vise
enzima, Sto je Cini ekonomski neisplativom (Quintero-Ramirez, 2014). Ovome treba dodati i
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¢injenicu da su produkti hidrolize hemiceluloze (ksiloza, ksilo-oligosaharidi, galaktoza i manoza)
snazni inhibitori celulaza i B-glukozidaza (Aditiya i dr., 2016).

1.5.3. Primena ko-kultivacije gljiva u degradaciji lignoceluloznog materijala

Prema navodima Sharma i dr. (2019), jedan organizam retko moze da sintetiSe sve enzime koji
su potrebni za potpunu razgradnju lignoceluloznog materijala. Tako, veéina vrsta podrazdela
Ascomycotina nema sposobnost da vrsi delignifikaciju biljnog otpada ali ima razvijen celuloliticki
enzimski sistem nasuprot gljivama izazivacima belog truljenja koje su uglavnom veoma dobri
degraderi lignina. Stoga, danasSnji trend u savremenim istrazivanjima podrazumeva ko-kultivaciju
dve ili viSe vrsta iz pomenutih grupa gljiva i pronalaZenje optimalnog sistema sa sinergistickim ili
aditivnim efektom na mineralizaciju lignoceluloze (Sperandio 1 Ferreira Filho, 2019). Kako su Qi-
He 1 dr. (2011) saopstili, primena ovakvih sistema omogucila bi ne samo razgradnju
lignoceluloznog otpada ve¢ bi bila i veoma efikasna u procesima bioremedijacije, proizvodnje
hrane, enzima, farmaceutskih proizvoda, bioetanola i brojnih hemikalija. Tako se ko-kultivacija
proucava i primenjuje u brojnim biotehnoloSkim procesima ve¢ vise decenija, najveci izazovi za
dobijanje optimalne kombinacije organizama su razlike u njihovim genotipovima, u tipovima
enzima 1 njihovoj produkciji, kao i1 ekoloske niSe (Sharma i dr., 2019). U prirodnim staniStima
veéina organizama stupa u medusobne interakcije koje mogu biti pozitivne, poput simbioze i
komensalizma, ili negativne, kao Sto su parazitizam 1 kompeticija (Ricklefs, 2006). Sperandio 1
Ferreira Filho (2019) su istakli da je za razumevanje interakcija viSe raziCitih vrsta gljiva pod
kontrolisanim uslovima, odnosno medusobnog uticaja na ekspresiju, produkciju i aktivnost njihovih
enzima, vazno upravo poznavanje njihovih prirodnih odnosa. Kompatibilnost vrsta i koli¢ina
koris¢enog inokuluma su jedni od glavnih faktora koji uticu na efikasnost ko-kultivacije pa im treba
posvetiti veliku paznju pri proucavanjima (Dwivedi i dr., 2011; Rabello i dr. 2014). Jedna od
najvaznijih karakteristika gljiva koja utice na uspeSnost ko-kultivacije je stopa rasta koja se
razlikuje od vrste do vrste i zavisi od uslova kultivacije. Razli¢ita stopa rasta predstavlja ozbiljan
problem pri ko-kultivaciji posto vrsta sa viSom stopom rasta moze u potpunosti da potrosi resurse
neophodne drugoj vrsti pa i da inhibira njen rast sintezom i sekrecijom nekih metabolita (Sperandio
i Ferreira Filho, 2019). Iz tog razloga, neophodno je optimizovati vreme inokulacije vrsta kao i
koli¢inu inokuluma (Stoilova i dr., 2005). Rabello i dr. (2014) su zabeleZili znacajno vise aktivnosti
endoglukanaza pri ¢vrstoj ko-kultivaciji Aspergillus niger i Trichoderma reesei kada su koliine
njihovih inokuluma bile u odnosu 3:1, dok je za sintezu B-glukozidaza optimalan odnos inokuluma
bio 1:3. Generalno, degradacija lignoceluloznog materijala ko-kultivacijom dve ili vise vrsta gljiva
je slozen proces i njihova metabolic¢ka interakcija jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjena. Medutim,
ko-kultivacija dve kompatibilne vrste je isplativa posto je efikasnost ovakvog sistema slicna sa
nekim komercijalnim proizvodima ili ¢ak superiornija od njih (ul-Haq i dr., 2005). Smanjivanje
troSkova proizvodnje enzima bi uticalo na cenu bioetanola povecavajuéi na taj nacin potencijal
biorafinerija kao vazne karike u novoj bioekonomiji. Dosadasnja istrazivanja su pokazala znacajan
potencijal primene ko-kultura u biotehnoloskim procesima zbog ¢ega ¢e istrazivanja na ovom polju
biti jo§ aktuelnija u buduénosti.

1.5.4. Fermentacija hidrolizata

Fermentacija je metabolicki proces konverzije Sefera do alkohola, kiselina, CO2 i vode. U
lignoceluloznom hidrolizatu su pored glukoze prisutni i manoza, galaktoza, ksiloza, arabinoza, kao i
neki oligosaharidi koji su neretko inhibitori fermentacije ili nesvarljive komponente (Aditiya i dr.,
2016). Fermentaciju ovih monomernih Seéera (heksoza i pentoza), nastalih u procesu saharifikacije,
do bioetanola vrSe razli¢iti mikroorganizmi. S ciljem poboljSanja efikasnosti industrijske
proizvodnje bioetanola, proces fermentacije moze teci ili paralelno sa hidrolizom, kada se radi o
simultanoj saharifikaciji i fermentaciji, ili nezavisno od hidrolize (Kang i dr., 2014). Prema Vohra i
dr. (2014) i Jambo i dr. (2016) prednost dvostepenog procesa je ta Sto se i enzimska hidroliza i
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fermentacija odigravaju u optimalnim uslovima, dok je njegova negativna strana nagomilavanje
Secera koji inhibiraju aktivnost enzima S$to dalje nepovoljno utice na prinos etanola. Tokom
simultane saharifikacije i1 fermentacije procesi se odvijaju u istom bioreaktoru i glavna
karakteristika ovog postupka je brza konverzija Secera u alcohol, ¢ime se onemogucava inhibicija
supstratom ili drugim komponentama hidrolizata (Olofsson i dr., 2008; Ferreira i dr., 2010; Vohra i
dr., 2014). Medutim, glavni problem ovog postupka je optimizacija razlicitih parametara od kojih
zavisi efikasnost kako mikroorganizama tako i enzima (Hasunuma i Kondo, 2012). Ovi autori su
kao jedan od primera naveli optimizaciju temperature, naime optimalna temperatura za aktivnost
celulolitickih ezima je oko 50 °C a za fermentaciju izmedu 28 i 37 °C. SniZavanje optimalne
temperature enzima metodama proteinskog inzZenjeringa je zahtevan proces pa je neophodno
ukljucivanje termotolerantnih sojeva koji bi efikasno konvertovali Sec¢ere do etanola pri visokim
temperaturama. Sa aspekta ekonomske opravdanosti vazno je pomenuti jo§ dva procesa dobijanja
etanola, simultana hidroliza 1 fermentacija primenom ko-kultura poput Saccharomyces
cereviaise/Fusarium oxisporum, 1 konsolidovani bioproces. Medutim, 1 ovi koncepti proizvodnje
imaju nedostatke kao Sto su mali prinos etanola i ¢injenica da jos§ uvek nije naden dovoljno efikasan
organizam sa neophodnim fizioloskim karakteristikama (Rezi¢ i dr., 2016; Rastogi i Shrivastava,
2017).

Fermentaciju hidrolizata do bioetanola vrsi pre svega S. cerevisiae koji moze da fermentiSe
samo odredene mono- i disaharide kao $to su glukoza, maltoza i saharoza, ali nema sposobnost
asimilacije pentoza (poput ksiloze) koje nastaju hidrolizom celuloze (Aditiya i dr., 2016). Jedan od
nacina za prevazilazenje ovog problema je uvodenje drugih mikroorganizama kao $to su Pichia
stipitis 1 Candida shahatae koji imaju sposobnost asimilacije pentoza. Medutim, njihovom
primenom se dobija pet puta manji prinos etanola u poredenju sa S. cerevisiae. Takode, ove vrste
zahtevaju prisustvo kiseonika, osetljive su na nize pH vrednosti 1 2-4 puta su manje tolerantne na
etanol u odnosu na S. cerevisiae (Hahn-Hégerdal i dr., 2007; Semencenko i dr., 2011). Genetickim
inzenjeringom se moze prevazi¢i i ovaj problem, naime dobija se modifikovani soj P. stipitis
BCC15191 koji uspesno fermentiSe i glukozu 1 ksilozu, za razliku od prirodnog soja koji fermentiSe
samo ksilozu (Buaban i dr., 2010). Sposobnost asimilacije i pentoza i heksoza, kao i inhibitora koji
se javljaju u hidrolizatima je pokazao i Mucor indicus (Semencenko i dr., 2011).

Teorijski se od 1 kg glukoze dobija 0,51 kg bioetanola i 0,49 kg CO2. Medutim, samim tim §to
mikroorganizmi koriste deo glukoze za svoj rast i Sto proces zavisi od brojnih faktora kao Sto su
vrsta Secera koji se fermentiSe, vrsta organizma i uslovi fermentacije (pH, temperatura,
koncentracija drugih neophodnih izvora supstrata za metabolizam organizma, prisustvo inhibitora i
dr.) prinos bioetanola je manji i kre¢e se od 90 do 95% teorijske vrednosti (Demirbas, 2005;
Mojovi¢ i dr., 2007).
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2. Ciljevi istrazivanja

Na osnovu svega do sada predstavljenog definisani su ciljevi ove doktorske distertacije:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)
(Vi)

karakterizacija ligninolitickih enzima 10 vrsta gljiva belog truljenja i odredivanje
njihovog potencijala da razlazu najprisutniji otpad iz poljoprivrede i Sumarstva u Srbiji;
odredivanje kapaciteta odabranih makro- i mikromiceta da razlazu supstrat koji se
pokazao najoptimalnijim u prvoj fazi istrazivanja 1 karakterizacija njihovih
ligninoliti¢kih enzima;

ispitivanje uticaja supstrata pretretiranog sa vrstom koja se pokazala kao visoko
selektivni delignifikator na dinamiku aktivnosti celulolitickih 1 hemicelulolitickih
enzima kod Trichoderma viride;

odredivanje potencijala odabranih mikromiceta da depolimerizuju odabrani pretretirani
otpad;

odredivanje potencijala visoko efikasnih delignifikatora za hidrolizu razli¢itog
poljoprivrednog otpada;

ispitivanje uticaja mono- i ko-kulture najefikasnijeg producenta celulaza i najefikasnijeg
delignifikatora na dinamiku aktivnosti lignocelulolitickih enzima.
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3. Materijal i metode
3.1. Proucavane vrste/sojevi makro- i mikromiceta

Proucavane vrste/sojevi makromiceta kao i njihovo poreklo prikazani su u Tabeli 1, a
vrste/sojevi mikromiceta u Tabeli 2. Kulture proucavanih vrsta/sojeva makromiceta su izolovane iz
plodonosnih tela sakupljenih u Srbiji ili su dobijene iz kolekcije kultura Instituta za evoluciju
Univerziteta u Haifi, Izrael (HAI) dok su kulture mikromiceta deo mikoteke Instituta za botaniku 1
Botanicke baste ,,Jevremovac”, Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (BEOFB). Sve culture
se ¢uvaju na malt agar (MA) medijumu na temperaturi od 4 °C.

Tabela 1. Proucavane vrste/sojevi makromiceta i njihovo poreklo

Naziv vrste/soja Oznaka izolata Poreklo izolata

Auricularia-auricula judae ~ HAI 330 Izrael, Kolekcija kultura

Flammulina velutipes HAI 103 Izrael, Nacionalni park Karmel planina

Ganoderma applanatum BEOFB 412 Srbija, Beograd, Botanicka basta
,,Jevremovac’’, stablo Celtis occidentalis

Ganoderma lucidum BEOFB 435 Srbija, Beograd, centar

Ganoderma tsugae HAI 1032 Izrael, Kolekcija kultura

Grifola frondosa HAI 1232 Izrael, Kolekcija kultura

Hypsizigus marmoreus HAI 605 Izrael, Kolekcija kultura

Hypsizigus tessulatus BEOFB 910 Srbija, stablo Aesculus hippocastanum

Laetiporus sulphureus HAI 1040 Srbija, Beograd, Botanicka basta
,,Jevremovac”

Lenzites betulinus BEOFB 500 Rusija, stablo Populus tremula.

Lentinus edodes HAI 858 Poljska, Poznan

Piptoporus betulinus BEOFB 1010 Rusija

Pleurotus citrinopileatus HAI 435 Engleska, Kolekcija kultura

Pleurotus eryngii HAI 193 Ukrajina, Nacionalni park Askanija-Nova,
Stipa sp.

Pleurotus eryngii HAI 1017 Izrael, Kolekcija kultura

Pleurotus eryngii HAI 507 Izrael, Kolekcija kultura

Pleurotus eryngii HAI 711 Izrael, Tabor, stablo Ferula sp.

Pleurotus florida HAI 217 USA, Florida

Pleurotus ostreatus HAI 1105 Izrael, Golanska visoravan, Masada, stablo
Quercus calliprinos

Pleurotus ostreatus HAI 592 KW, A. S. Buchalo (1300)

Pleurotus pulmonarius HAI 573 Rusija, Soci

Pleurotus pulmonarius HAI 509 Izrael, Kolekcija kultura

Pleurotus salignus HAI 326 Izreael, Tel Dan prirodni rezervat, stablo
Salix sp.

Psilocybe cubensis BEOFB 1020 Srbija, Beograd

Trametes hirsuta BEOFB 30 Srbija, Novi Beograd, stablo Prunus sp.

Trametes hirsuta BEOFB 300 Srbija, Suva planina, stablo Fagus sp.,

Xylaria polymorpha BEOFB 1110 Srbija, Beograd, Botanicka basta

,,Jevremovac”
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Tabela 2. Proucavane vrste/sojevi mikromiceta i njihovo poreklo

Naziv vrste/soja Oznaka izolata Poreklo izolata
Alternaria sp. BEOFB 201m Srbija, zrno je¢ma (3116)
Aspergillus niger BEOFB 341m Srbija, Beograd
Aspergillus niger BEOFB 342m Srbija, Beograd, Dvorana
Kulturnog Centra

Aspergillus terreus BEOFB 352m Otpornost materijala OP2
(PQMD, 82j)

Chaetomium globbosum BEOFB 740m Srbija, Beograd, Narodna
banka

Cladosporium herbarum BEOFB 711m Srbija, Beograd

Clonostachys rosea BEOFB 1610m Srbija, Beograd, Centralni
institut za konzervaciju

Fusarium graminearum BEOFB 820m Srbija, Beograd, Centralni
institut za konzervaciju;
vazduh

Penicillium solitum BEOFB 1190m Srbija, Beograd, Centralni
institut za konzervaciju;
vazduh

Trichoderma harzianum BEOFB 1230m Srbija, Beograd, Rimska
kamena stela

Trichoderma viride BEOFB 1210m Srbija, Beograd, Dvorana

Kulturnog Centra

3.2. Karakterizacija prouc¢avanih lignoceluloliti¢kih enzima

Tokom ove studije izvrSena je karakterizacija tri ligninoliti€ka i tri celulolitiCka enzima
sintetisana tokom fermentacije odabranog lignoceluloznog otpada sa prou¢avanim vrstama makro- 1
mikromiceta.

3.2.1. Priprema inokuluma makromiceta i uslovi kultivacije

Priprema inokuluma obuhvatala je slede¢e korake: (i) inokulacija 100 mL sintetickog
medijuma (glukoza, 10,0 g/L; NH4NOs, 2,0 g/L; KoHPO4, 1,0 g/L; NaH2PO4 x H20, 0,4 g/L;
MgSOsx 7TH20 0,5 g/L; eksrakt kvasca, 2,0 g/L; pH 6,5) sa 25 micelijskih diskova ,majke”
inokuluma (@ 0,5 cm, sa 7 dana stare kulture na MA) u erlenmajerima zapremine 250 mL; (ii)
inkubacija u trajanju od 7 dana na sobnoj temperaturi (22 + 2 °C) na rotacionom Sejkeru (Stuart
S1600C incubator, Orbital Shaker) (110 ob/min); (iii) ispiranje dobijene biomase 3 puta sterilnom
destilovanom vodom (dH20); (iv) homogenizacija biomase sa 100 mL dH20 u laboratorijskom
blenderu (Waring 8010 S).

Cvrsta fermentacija vriena je na 25 °C u erlenmajerima zapremine 250 mL koji su sadrzali 6,0
g usitnjenog lignoceluloznog otpada (piljevina jabuke, hrasta, kupine, maline, §ljive, vinove loze,
pSeni¢na slama i stabljike kukuruza) kao jedinog izvora ugljenika i 30 mL modifikovanog
sintetickog medijuma (bez glukoze). Za inokulaciju pripremljenih erlenmajera koris¢eno je po 9,0
mL homogenizovanog inokuluma. Nakon 21 dana ¢vrste kultivacije vrSena je ekstrakcija enzima sa
50 mL dH20 na magnetnoj meSalici (Are VELP, Italy) na 4 °C u trajanju od 10 minuta. Dobijeni
ekstrakti su centrifugirani na 4 °C 1 3000 ob/min u trajanju od 15 minuta pomoc¢u Hettich Universal
32R centrifuge, a dobijeni supernatanti su profiltrirani sa ciljem uklanjanja necisto¢a koje bi mogle
da uti¢u na dobijene vrednosti aktivnosti studiranih enzima i ukupnog sadrzaja proteina.

Cvrsta ko-kultivacija najefikasnijeg delignifikatora i najboljeg producenta celulaza vriena je u
erlenmajerima zapremine 100 mL sa po 2,0 g usitnjene pSeni¢ne slame kao izvora ugljenika i 10,0
mL modifikovanog sintetickog medijuma (bez glukoze) na temperaturi od 25 °C. Za inokulaciju
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pripremljenog supstrata koris¢eno je 3,0 mL homogenizovanog inokuluma odabrane makromicete i
0,5 mL suspenzije spora odabrane mikromicete koja je dodata nakon 48 sati od inokulacije
makromicete. U cilju pra¢enja dinamike aktivnosti ligninolitickih i celulolitickih enzima, merenja
su vrsena 7., 14., 1 21. dana kultivacije. Mono-kulture odabranih vrsta su koris¢ene kao kontrole.

3.2.2. Priprema suspenzije spora mikromiceta i uslovi kultivacije

Testirane vrste mikromiceta koje su gajene na MA medijumu na sobnoj temperaturi tokom 7
dana, koriS¢ene su za pripremanje suspenzije spora. U epruvetu sa kulturom mikromicete dodavana
je odredena zapremina fizioloSkog rastvora uz dodatak 0,1% Tween 80 (vol/vol). Sterilnim
Stapi¢em za bris je vrSeno spiranje zaostalih spora sa povrSine medijuma koje su procedene kroz
dvostuku sterilnu gazu 1 prebaCene u sterilnu epruvetu. Uz pomo¢ hemocitometra, mikroskopa
Nikon eclipse E200 i BRESSER MikroCam pro HDMI kamere odredivan je broj spora po jedinici
zapremine. Suspenzija spora je fizioloskim rastvorom podesena na koncentraciju od 5 x 10°
CFU/mL i ¢uvana je na -20 °C do upotrebe. Tako dobijena suspenzija spora (0,5 mL) koriS¢ena je
za 1nokulaciju pretretiranog lignoceluloznog supstrata (piljevina hrasta i1 pSeni¢na slama)
natopljenog modifikovanim sintetickim medijumom do vlaznosti od priblizno 60%. Kultivacija je
vrSena u erlenmajerima od 50 mL a nakon 7, 10, 14, 17 ili 21 dana vrSena je ekstrakcija enzima na
isti nacin kao i kod makromiceta.

3.2.3. Odredivanje aktivnosti ligninolitickih enzima

Aktivnost odabranih ligninoliti¢kih enzima je odredivana spektrofotometrijski (BioQuest,
CECIL CE2501) pri odgovaraju¢im talasnim duzinama koriS¢enjem odgovarajucih specificnih
supstrata za pojedinacne enzime 1 izrazena je u jedinici enzimske aktivnosti (U). Enzimska
aktivnost od 1 U se definis$e kao koli¢ina enzima koja transformise 1 pmol supstrata u toku jednog
minuta. [zraCunavanje apsolutne aktivnosti enzima je vr§eno pomocu formule:

_dA X Vo (L) X 10° pmol x mol™!
e X [(cm) X t(min) X V(yzorka) (L)

[U/L]

gde je:
A - apsolutna aktivnost enzima (U/L),
dA — opticka gustina,
Viot. — zapremina u kiveti (1,0 mL),
€ — ekstencioni molarni koeficijent (M'cm™),

1 — dimenzija stranice kivete (1,0 cm),
¢t — vreme trajanja reakcije (min).

3.2.3.1.  Odredivanje aktivnosti lakaza

Aktivnost lakaza je odredivana koris¢enjem 50 mM ABTS-a [2,2°- azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina] kao specificnog supstrata u 0,1 M fosfatnom puferu (pH
6,0), pri temperaturi od 35 °C i vremenu trajanja reakcije od 2 min, na talasnoj duzini od 436 nm
(e436 = 29300 M 'cm). Reakciona smesa je sadrzala fosfatni pufer (800 pL), ABTS (100 pL) i
uzorak (100 pL), dok je reakciona smesa bez uzorka koris¢ena kao slepa proba (Staji¢ i dr., 2010).

3.2.3.2.  Odredivanje aktivnosti Mn-oksidujuéih peroksidaza

Aktivnosti Mn-zavisnih i Mn-nezavisnih/verzatil peroksidaza odredivana je koris¢enjem fenol
crvenog kao specificnog supstrata u sukcinatnom puferu pH 4,5 (natrijumova so sukcinatne
kiseline, albumin tele¢eg seruma (BSA) i DL-natrijumova so laktatne kiseline) na 30 °C nakon 1,5
min trajanja reakcije, na talasnoj duzini od 610 nm (gs10 = 22000 M 'cm™). Reakciona smesa
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zapremine 1,0 mL je sadrzala: sukcinatni pufer (400 odnosno 450 pL), uzorak (400 uL), 2 mM
H202 (50 pL) i 3 mM fenol crveno (100 pL), sa ili bez dodatka 2 mM MnSOs4 (50 pulL) za MnP
odnosno MnlIP/VP. Reakcija je zaustavljana dodavanjem 100 pL 2 M NaOH. Kao slepa proba
koriS¢ena je reakciona smesa kojoj je pre fenol crvenog dodat 2 M NaOH (Staji¢ i dr., 2010).

3.2.3.3.  Elektroforeza

Odabrani supernatanti su propustanjem kroz Sephadex kolonu pripremani za elektroforezu.
Izoelektri¢no fokusiranje (IEF) i odredivanje izoelektri¢nih tacaka (pI) enzimskih izoformi su vrSeni
prema protokolu Cilerdzi¢ i dr. (2016a) kori§¢enjem Mini IEF Cell-Model 111 (BIO-RAD). IEF je
vrseno na 7,5% poliakrilamidnom gelu sa 5% amfolitima u pH opsegu od 3,0 do 10,0 u tri faze: (i)
na 100 V, 15 min; (i) na 200 V, 15 min; (7ii) na 450 V, 60 min. Kao standard koriS¢en je pl marker
pH od 3,6 do 9,3 (Sigma-Aldrich). Lakazne izoforme su detektovane inkubiranjem gela u rastvoru
za vizuelizaciju (10 mM ABTS i1 200 mM fosfatni pufer pH 5,0) na 25 °C. Lociranje izoformi Mn-
oksidujucih peroksidaza vrSeno je u rastvoru za vizuelizaciju [4-hloro-1-naftol (0,1 mg/mL), 0,05
mM H,0, 1 0,1 M natrijum acetatni pufer (pH 4,5), sa ili bez MnSO,4 za MnP odnosno MnIP/VP],
na sobnoj temperaturi. Na mestima aktivnosti ovih enzima detektovane su obojene trake. Nakon
zavrSene elektroforeze, gelovi su fiksirani u 12% trihlorsiréetnoj kiselini (TCA) nakon cega je
vrSena detekcija proteinskih traka bojenjem rastvorom 0,1% Coomassie brilliant blue-R (CBB R) u
fiksiru (metanol, siréetna kiselina 1 H;O u odnosu 45:10:45).

3.2.4. Odredivanje aktivnosti celulolitickih enzima
3.2.4.1.  Odredivanje aktivnosti endocelulaza i egzocelulaza

Aktivnosti endo- 1 egzocelulaza odredivane su metodom po Bernfeld (1955), pomocu
karboksimetil celuloze (CMC) srednjeg viskoziteta (1%), odnosno mikrokristalne celuloze (1%)
kao supstrata 1 glukozom kao standardom. Smesi odredenog supstrata (200 pL) i 0,1 M citratno-
fosfatnog pufera (pH 6,0; 100 pL) inkubiranoj 15 minuta na 39 °C, dodato je 100 pL uzorka i
nastavljena je inkubacija tokom 10 minuta za endocelulaze, odnosno 120 minuta za egzocelulaze
nakon cega je reakcija zaustavljena 3,5-dinitro-salicilnim reagensom (DNS). Nakon 5 minuta u
kljucaloj vodi i hladenja na ledu do sobne temperature spektrofotometrijski je na 540 nm
odredivana apsorbanca reakcione smesSe. Jednadina standardne krive dobijene za poznate
koncentracije glukoze koriS¢ena je za izraCunavanje njene koncentracije u reakcionoj smesi.
Jedinica endo- i egzocelulazne aktivnosti (U) je definisana kao koli¢ina enzima neophodna za
produkciju 1,0 pmol glukoze po minutu.

3.2.4.2.  Odredivanje aktivnosti ff-glukozidaza

Aktivnost f-glukozidaza je odredivana korisS¢enjem 0,5 mM 4-nitrofenil-B-D-glukopiranozida
kao supstrata i p-nitrofenola kao standarda. Reakciona smesa (50 uL uzorka i 800 pL supstrata)
inkubirana je 30 minuta na 37 °C nakon ¢ega je reakcija zaustavljena dodavanjem stop reagensa
(IM NaxCO3). Spektrofotometrijski na 405 nm odredivana je apsorbanca reakcione smesSe.
Jednacina standardne krive dobijene za poznate koncentracije p-nitrofenola koriS¢ena je za
izraCunavanje njegove koncentracije u reakcionoj smesi. Jedinica aktivnosti B-glukozidaze (U) je
definisana kao koli¢ina enzima koja je potrebna da oslobodi 1,0 pmol p-nitrofenola u minuti (Gruji¢
idr., 2015).

3.2.4.3.  Odredivanje aktivnosti ksilanaza

Odredivanje aktivnosti ksilanaza vrSeno je u reakcionoj smesi koja je sadrzala 200 pL 1%
ksilana iz brezovog drveta kao supstrata, 100 uL. 0,1 M citratno-fosfatnog pufera (pH 6,0) i 100 uL
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uzorka, nakon inkubacije na 39 °C tokom 10 minuta i zaustavljanja reakcije DNS reagensom.
Nakon inkubacije u kljucaloj vodi (5 minuta) i hladenja na ledu do sobne temperature merena je
apsorbanca na 540 nm. Jednacina standardne krive dobijene za poznate koncentracije ksiloze
koriS¢ena je za izraCunavanje njene koncentracije u reakcionoj smesi. Koli¢ina enzima neophodna
da katalizuje konverziju 1,0 umol ksiloze u minuti predstavlja jedinicu aktivnosti ksilanaza (U).

3.2.4.4.  Odredivanje efikasnosti fermentacije

Efikasnost fermentacije definisana je na osnovu koncentracije redukujuc¢ih Secera dobijenih
nakon ¢vrste fermentacije odabranog otpada u mono- i ko-kulturi najefiksnijeg delignifikatora i
najboljeg producenta celulaza. Koncentracija redukuju¢ih Secera odredivana je pomoc¢u DNS
reagensa i glukoze kao standarda (Bernfeld, 1955).

3.3.  Odredivanje sadrZaja ukupnih proteina

Koli¢ina ukupnih poteina je odredivana pomocu jednacine standardne krive dobijene za smesu
100 uL BSA poznatih koncentracija i 5 mL Bredfordovog reagensa (Coomassie brilliant blue G-
250) (de Silva i dr., 2005). Reakciona smesSa je sadrzala uzorak umesto BSA i nakon inkubacije na
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta merena je apsorbanca na 595 nm. Sadrzaj ukupnih
proteina izrazen je u mg/mL i kori$¢en je za odredivanje specifi¢ne aktivnosti enzima (U/mg).

3.4. Odredivanje sadrzaja lignina, celuloze i hemiceluloze

Ukupni gubitak suve mase je izracunat prema slede¢oj formuli 1 izraZen u procentima:

<Mi_Mf)x 100
M3

gde je:

Mi — inicijalna masa testiranog biljnog otpada,
Mf— masa biljnog otpada nakon kultivacije gljive.

Odredivanje sadrzaja hemiceluloze, celuloze i1 lignina radeno je sukcesivno, koris¢enjem
modifikovane metode po Kirk i Obst (1988) i Van Soest i dr. (1991).

3.4.1. Odredivanje sadrZaja hemiceluloze

Postupak odredivanja sadrzaja hemiceluloze je slededi: (i) smeSa usitnjenog suvog uzorka (1,0
g), rastvora neutralnog deterdzenta (NDS) (EDTA — 18,6 g/L; SDS — 30,0 g/L; 2-etoksietanol —
10,0 mL; NaH,PO4 x H,O — 4,56 g/L; Na,B40O7 x 10H,0 — 6,81 g/L; pH 6,9 — 7,1), Na2SO3 (0,5 g)
1 nekoliko kapi 1-oktanola zagrevana je do kljucanja i kuvana sat vremena u uslovima refluksije
radi uklanjanja rastvorljivih Secera, proteina, pektina, lipida i vitamina iz pocetnog uzorka; (ii)
filtracija 1 ispiranje uzorka (tri puta klju¢alom vodom i1 dva puta hladnim acetonom); (iii) susenje
uzorka na 105 °C tokom 8 sati; (iv) merenje mase suvog uzorka. Dobijena vrednost predstavlja
masu vlakana dobijenu dejstvom neutralnog deterdzenta (NDF). Rastvor kiselog deterdzenta (ADS)
(20 g CTAB-a rastvorenog u 1000 mL H20 i 27,2 mL 72% H2SOa4; pH 6,9-7,0) je koris¢en radi
odredivanja sadrzaja celuloze i lignina. SmeSa NDF 1 ADS je zagrevana do kljucanja i kuvana
tokom jednog sata u uslovima refluksije. Uzorak je nakon toga filtriran i ispiran klju¢alom vodom i
acetonom. Kako bi aceton ispario uzorak je ostavljen nekoliko minuta na sobnoj temperaturi, zatim
suSen na 105 °C preko no¢i i izmeren. Upotrebom ADS postignuto je uklanjanje hemiceluloze iz
ispitivanog uzorka. Masa vlakana dobijena dejstvom kiselog deterdZzenta (ADF) je odredivana
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gravimetrijski kao masa preostalog uzorka nakon ekstrakcije. Sadrzaj hemiceluloze predstavlja
razliku u masi NDF 1 ADF.

3.4.2. Odredivanje sadrzaja celuloze i lignina

Vlakna dobijena dejstvom kiselog deterdzenta su koriS¢ena za odredivanje sadrzaja celuloze i
lignina. ADF je difinisan kao ostatak koji je sadrzao celulozu, lignin, kutin i neke minerale. Sadrzaj
lignina je utvrden Klasonovom metodom ili 72%-tnom H2SO4 (Kirk 1 Obst, 1988). Uzorak je
prebacen u erlenmajer i dodata je 72% H2SOas (1,0 mL/100 mg uzorka) nakon ¢ega je vrsena
inkubacija u vodenom kupatilu (30 °C) tokom jednog sata uz meSanje na svakih 15 minuta.
Kori$¢enjem kiseline vrSeno je uklanjanje celuloze pri ¢emu je ostatak sadrzao lignin i jo§ neke
primese koje su uklonjene do kraja postupka. Posle inkubacije, rastvor je razblazen dodavanjem
vode (28 mL/1 mL kiseline) nakon ¢ega je usledila sekundarna hidroliza u autoklavu na 120 °C u
trajanju od 1 sata. Tako zagrejan rastvor je filtriran kroz prethodno izmeren filter papir na levku sa
sinterovim staklom na Gu¢ B4 boci, a ostaci Klasonovog lignina su ispirani klju¢alom dH:0.
Uzorak je potom susen na 105 °C do konstantne mase a sadrzaj lignina (LC) u uzorku je izrazen u
procentima u odnosu na pocetni uzorak. Sadrzaj celuloze predstavljen je razlikom u masi ADF i
LC.

Kljuéni parametar za odredivanje sposobnosti gljiva izazivaca belog truljenja da selektivno
razgraduju lignin je definisan kroz indeks selektivnosti (SI) koji predstavlja odnos izmedu
uklonjenog lignina i celuloze.

3.5. Statisticka analiza

Svi eksperimenti su postavljeni u tri ponavljanja. Deskriptivna statistika rezultata izrazena je
kao srednja vrednost + standardna greSka merenja. Podaci su statisticki obradeni u programu
STATISTICA, verzija 6 (StatSoft, Inc. 2001). Radi procene znacaja razlika izmedu srednjih
vrednosti kori§éena je analiza varijanse (ANOVA) i Tukey HSD post-hoc test, a razlike su smatrane
statisticki znac¢ajnim za p<0,05.
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4. Rezultati i diskusija
4.1. Ligninoliticki potencijal gljiva

U ovoj fazi istrazivanja odreden je potencijal 10 vrsta makromiceta da depolimerizuju 8 vrsta
lignoceluloznog otpada i okarakterisana su tri ligninoliticka enzima odgovorna za delignifikaciju
supstrata. Takode, odreden je i potencijal 4 vrste mikromiceta da mineralizuju najoptimalniji otpad
za produkeciju ligninolitickih enzima.

4.1.1. Potencijal odabranih makromiceta za razgradnju Cestih lignoceluloznih ostataka
4.1.1.1.  Aktivnost Mn-oksidujuéih peroksidaza i lakaza

Dobijeni rezultati su pokazali znacajne interspecijeske razlike u produkciji Mn-oksidujucéih
peroksidaza i lakaza kod proucavanih makromiceta u zavisnosti od koriS¢enog biljnog supstrata
(Grafici 1, 2, 3).

Maksimalna aktivnost MnP zabelezena je kod Pleurotus salignus HAI 326 (2780,30 + 75,88
U/L) nakon kultivacije na stabljikama kukuruza, dok su slicne vrednosti izmerene i kod P.
pulmonarius HAI 509 i P. eryngii HAI 1017 (2511,36 + 87,12 odnosno 2417,93 + 41,05 U/L) pri
fermentaciji istog supstrata (Grafik 1).

PSenic¢na slama se pokazala kao odli¢an izvor ugljenika za sintezu visoko aktivnih MnP kod
Grifola frondosa HAI 1232 1 P. eryngii HAI 1017 (2513,89 + 30,64 U/L i1 2475,38 + 119,32 U/L),
dok je piljevina §ljive indukovala visoku aktivnost ovog enzima kod Laetiporus sulphureus HAI
1040 (2079,55 + 145,28 U/L). Generalno, stabljike kukuruza i pSeni¢na slama su bili najbolji
induceri MnP, dok su vrste roda Pleurotus bile najefikasniji producenti ovog enzima na svim
testiranim lignoceluloznim ostacima. Suprotno ovom, kod Auricularia auricula-judae HAI 330
zabelezene su najnize MnP aktivnosti na piljevini hrasta i kupine (9,03 + 1,46 U/L odnosno 10,26 +
2,69 U/L) koja je generalno bila lo§ supstrat za produkciju ovog enzima i kod ostalih proucavanih
vrsta. Stavise, kod Ganoderma tsugae HAI 1032, G. frondosa HAI 1232 i P. eryngii HAI 1017
MnP aktivnost nije bila detektovana nakon njihove kultivacije na piljevini kupine. Odsutvo
aktivnosti je takode zabeleZeno 1 nakon ¢vrste fermentacije piljevine hrasta i1 jabuke sa Hypsizigus
marmoreus HAI 605 1 G. frondosa HAI 1232 (Grafik 1).

Kao i u slu¢aju MnP, stabljike kukuruza i pSeni¢na slama su favorizovale i produkciju
MnIP/VP kod vecine proucavanih vrsta. Takode, u poredenju sa ostalim vrstama najviSe aktivnosti
ovog enzima su zabelezene kod vrsta roda Pleurotus (Grafik 2). Tako je pik aktivnosti od 3053,03 +
37,88 U/L zabelezen kod P. pulmonarius HAI 509 nakon fermentacije stabljika kukuruza, dok je
neznatno niza vrednost (3028,41 £ 17,05 U/L) izmerena na pSenicnoj slami fermentisanoj sa P.
florida HAI 217. Ovaj soj je generalno bio najbolji producent VP na gotovo svim supstratima
izuzev piljevine maline 1 jabuke i stabljika kukuruza. Medutim, piljevina maline je bila odli¢an
inducer ovog enzima kod G. tsugae (2458,33 + 87,12 U/L), dok su piljevine kupine i jabuke
indukovale znatno nize aktivnosti ovog enzima kod testiranih vrsta a piljevina vinove loze ¢ak u
potpunosti inhibirala njegovu sintezu kod G. frondosa (Grafik 2).

Nivo aktivnosti lakaza bio je neuporedivo visSi u odnosu na aktivnosti Mn-oksidujucih
peroksidaza (Grafik 3). Tako, maksimalna vrednost ovog enzima zabeleZena je nakon kultivacije P.
ostreatus HAI 1105 na piljevini jabuke (49601,00 = 1357,39 U/L). Isti supstrat je pored piljevine
vinove loze bio najbolji inducer lakazne aktivnosti i kod P. salignus HAI 326 (46154,72 + 1092,21
U/L, odnosno 46291,24 + 891,37 U/L).
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Grafik 1. Aktivnost Mn-zavisnih peroksidaza ispitivanih vrsta gljiva u zavisnosti od vrste otpada iz poljoprivrede i Sumarstva
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Visoka aktivnost ovog enzima (u opsegu od ~25000 U/L do ~43000 U/L) zabeleZena je i kod
P. florida nakon fermentacije piljevine hrasta, vinove loze, kupine, maline, $ljive 1 jabuke. Kao i kod
Mn-oksidujuéih peroksidaza, vrste roda Pleurotus su se pokazale kao najbolji producenti lakaza
(Grafik 3). Hypsizigus marmoreus je takode produkovao visoko aktivne lakaze prilikom kultivacije
na piljevini maline, kupine, vinove loze i hrasta, dok su piljevina §ljive i jabuke kao i pSeni¢na slama
u potpunosti inhibirale sintezu ovog enzima kod ove vrste. S druge strane, kod A. auricula-judae, G.
frondosa 1 L. sulphureus nijedan od testiranih supstrata nije indukovao sintezu lakaza. Generalno, za
razliku od Mn-oksiduju¢ih peroksidaza ¢iju su aktivnost najbolje stimulisale pSeni¢na slama i
stabljike kukuruza, sintezu lakaza su u najvec¢oj meri favorizovale piljevina hrasta, jabuke i vinove
loze (Grafik 3).

Lignocelulozni supstrat je uticao i na produkciju ukupnih proteina kod proucavanih vrsta. Tako
je najveca vrednost zabelezena kod H. marmoreus (3753,57 = 82,14 mg/mL) a neSto niza kod P.
erygii, P. florida 1 P. ostreatus kao 1 kod G. frondosa i1 L. sulphureus nakon kultivacije na stabljikama
kukuruza (~3000 mg/mL). Ukupan sadrzaj proteina odrazio se na profil specificnih aktivnosti
enzima, pa je maksimalna specifi¢na aktivnost MnP zabeleZena nakon fermentacije piljevine vinove
loze sa G. tsugae (22,65 = 0,55 U/mg), dok su kod ostalih vrsta te vrednosti bile znatno nize i nisu
prelazile 4,00 U/mg (Grafik 1). Najveca vrednost specificne aktivnosti MnlIP zabelezena je kod iste
vrste na istom supstratu (6,88 = 0,10 U/mg) dok su neznatno niZe aktivnosti bile na piljevini maline 1
hrasta (6,34 + 0,58 U/mg, odnosno 5,24 + 0,27 U/mg) (Grafik 2). U poredenju sa Mn-oksiduju¢im
peroksidazama, specificne aktivnosti lakaza su bile znacajno viSe, pri ¢emu je maksimalna vrednost
od 229,50 + 14,76 U/mg izmerena kod P. salignus nakon kultivacije na piljevini jabuke. Generalno,
vise vrednosti specifi¢ne lakazne aktivnosti su dobijene kod testiranih vrsta roda Pleurotus nego kod
vrsta drugih rodova (Grafik 3).

Predstavljeni rezultati daju znacCajan doprinos profilisanju ligninolitickog potencijala do sada
nedovoljno proucavanih vrsta makromiceta posebno ako se uzme u obzir povezanost produkcije
enzima i degradacije lignina. Brojne studije su se bavile proucavanjem faktora koji uticu na
ekspresiju ligninolitickog enzimskog sistema i pokazale da odabir vrste, sastav lignoceluloznog
materijala, tip i duzina trajanja kultivacije znaCajno uti¢u na aktivnost ligninolitickih enzima
(Richard, 1996; de Souza i dr., 1999; Arora i Gill, 2000; Fenice i dr., 2003; Songulashvili 1 dr.,
2006). Variranjem vrste supstrata podstice se sinteza razli¢itih oksidujuc¢ih enzima kao i njihov
pojedinacni udeo u sloZzenim enzimskim kompleksima (Elisashvili 1 dr. 2008; Simoni¢ i dr., 2010).
Songulashvili i dr. (2006) su uocili da je tip supstrata bio od sustinskog znacaja za produkciju MnP
kod Phanerochaete chrysosporium, dok su i brojna druga istrazivanja pokazala veliku zavisnost
efikasnosti ligninoliticnog enzimskog sistema gljiva, narocito kod Pleurotus spp., od lignoceluloznog
otpada (Adebayo i Martinez-Carrera, 2015; Cilerdzi¢ i dr., 2017). Tako su Dong i dr. (2013)
zabelezili izuzetno visoku aktivnost MnP (150000 U/L) kod P. ostreatus nakon kultivacije na
supstratu od Secerne trske a Xie i1 dr. (2016) nakon fermentacije stabljika ramije sa P. eryngii
(~75000 U/L), sto su daleko vise vrednost od maksimalne dobijene u ovoj studiji. S druge strane,
Akpinar 1 Urek (2014), Inacio i dr. (2015) 1 Wyman i dr. (2018) su saopstili znatno nize aktivnosti
MnP (u opsegu od 70 do 570 U/L) koje su sintetisale P. eryngii, P. pulmonarius i P. ostreatus tokom
kultivacije na otpadu kajsije 1 nara iz fabrike voénih sokova, kori pomorandZze odnosno stabljikama
kukuruza. Takode, piljevina vinove loze je u toku ovog proucavanja stimulisala produkciju znatno
aktivnijth MnP kod vrsta roda Pleurotus u poredenju sa vrednostima zabelezenim kod sojeva
Pleurotus spp. kultivisanim na istom supstratu od strane Staji¢ i dr. (2004). Takode, G. frondosa HAI
1232 je bila odlican producent visoko aktivnih MnP narocito na pSenicnoj slami dok su ostali
supstrati bili znatno slabiji induceri ovog enzima ali ipak bolji nego kod sojeva proucavanih u ranijim
istrazivanjima. Tako je piljevina hrasta i1 kod G. frondosa MBFBL 684 i1 kod soja PSUMCC 922
indukovala sintezu MnP visSestruko nize aktivnosti i nakon duzeg perioda kultivacije (22,6 U/L,
odnosno 4 U/g) (Mikiashvili i1 dr., 2011; Montoya 1 dr., 2012). Za razliku od G. tsugae HAI 1032
koja je pokazala najvise aktivnosti MnP nakon kultivacije na piljevini vinove loze (1331,44 + 92,80
U/L), kod G. lucidum BEOFB 431 je zabelezena skoro 4 puta viSa aktivnost ovog enzima tokom
te¢ne fermentacije piljevine hrasta (Cilerdzi¢ i dr., 2016a) i zna¢ajno niZa aktivnost (< 110 U/L)
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tokom njene kultivacije na pSeni¢noj slami (Staji¢ i dr., 2010).

Sli¢no kao 1 kod MnP, uticaj sastava biljnog otpada na aktivnost MnIP/VP brojnih vrsta gljiva
belog truljenja bio je objekat brojnih radova (Staji¢ i dr., 2004; Palma i dr., 2016; Sekan i dr., 2019).
Vrste roda Pleurotus proucavane u ovoj studiji su bile najbolji producenti VP ¢ije su aktivnosti bile
znatno vise od onih koje su saopstili Staji¢ i dr. (2004) nakon te¢ne fermentacije kore mandarina i
¢vrste fermentacije piljevine vinove loze sa testiranim vrstama/sojevima ovog roda. Prema Palma 1
dr. (2016), aktivnost VP nakon te¢ne kultivacije P. eryngii u glukozom oboga¢enom medijumu bila
je ~1800 U/L, dok je nakon Cvrste kultivacije na kori banana bila ¢ak tri puta visa u odnosu na
maksimalne vrednosti dobijene u nasoj studiji (~10000 U/L). Medutim, Pleurotus spp. prouc¢avane
u ovoj disertaciji su produkovale mnogo aktivnije VP od P. eryngii HAI 507 i narocCito P. ostreatus
HAI 592 kultivisanih 14 dana na psSeni¢noj slami (1422,77 U/L, odnosno 70,46 U/L) (Knezevi¢ i
dr., 2013).

Lakaze su predmet opseznih istrazivanja ve¢ dugi niz godina, a od nedavno lakaze gljiva
posebno dobijaju na znaCaju zbog izuzetnog potencijala za Siroku primenu u biotehnoloSkim
procesima (Paramjeet i dr., 2018). Novija istrazivanja su naroc¢ito usmerena ka primeni genetickog
inZenjeringa s ciljem dobijanja enzima sa Sto boljim karakteristikama, poput vece aktivnosti,
stabilnosti i prinosa. Prema navodima Autore i dr. (2009) mutirani soj P. ostreatus je sintetisao
termostabilnije 1 mnogo aktivnije lakaze u odnosu na druge sojeve ove vrste gajene na razliitim
supstratima. Medutim, jo§ uvek se akcenat stavlja na optimizaciju uslova kultivacije za produkciju
visoko aktivnih formi lakaza kod gljiva belog truljenja za koje se zna da su dobri producenti ovog
enzima. Za razliku od aktivnosti lakaza produkovanih tokom tecne kultivacije P. eryngii, P.
ostreatus 1 P. pulmonarius u medijumu na bazi kore mandarina i njihove ¢vrste kultivacije na
vinovoj lozi (Staji¢ i dr., 2006a), vrednosti dobijene u nasoj studiji za Pleurotus spp. su bile znatno
vise. Takode, glukoza i fruktoza su stimulisale sintezu visoko aktivnih izoformi ovog enzima kod P.
sajor-caju (37000 U/L odnosno 36000 U/L) (Bettin i dr., 2009), ostaci Secerne trske kod P.
ostreatus (~35000 U/L) (Dong i dr., 2013), stabljike ramije kod P. eryngii (~15000 U/L) (Xie i dr.,
2016) a kore pomorandze kod P. pulmonarius (~10000 U/L) (Inécio i dr., 2015; de Freitas i dr.,
2017), koje su ipak bile manje aktivne od sintetisanih u naSoj studiji. Generalno, vrste roda
Pleurotus su bile superiorne u sintezi lakaza u odnosu na druge vrste gljiva. Medutim,
Songulashvili i dr. (2007) su zabelezili izuzetno visoke lakazne aktivnosti i kod Ganoderma
lucidum HAI 447 1 G. adspersum 845 nakon njihove te¢ne kultivacije u medijumu na bazi kore
mandarina (35980 U/L, odnosno 27380 U/L). Piljevina hrasta je takode indukovala sintezu visoko
aktivnih izoformi ovog enzima pri te¢noj kultivaciji G. applanatum (Cilerdzi¢ i dr., 2016b), koje su
bile ¢ak 10 puta aktivnije od sintetisanih nakon ¢vrste fermentacije istog supstrata sa G. tsugae HAI
1032. Uticaj sastava biljnih ostataka kao 1 tipa kultivacije na aktivnost sintetisanih lakaza potvrden
je 1 kod Hypsizigus marmoreus. Naime, Songulashvili i dr. (2007) su zabelezili aktivnost ovog
enzima od svega 760 U/L nakon te¢ne kultivacije H. marmoreus 571 u medijumu na bazi kora
mandarine §to je ¢ak oko 35 puta niza vrednost od dobijene nakon Cvrste fermentacije piljevine
maline sa H. marmoreus HAI 605. Sa druge strane, pojedini supstrati su u potpunosti inhibirali
sintezu lakaza kod pojedinih vrsta §to bi se moglo objasniti duzinom kultivacije. Naime, brojna
istrazivanja su pokazala nagli porast aktivnosti ovog enzima na samom pocetku kultivacije, sa
dostizanjem maksimalnih vrednosti od 7. do 10. dana, nakon cega je sinteza lakaza postepeno
opadala (Knezevi¢ i dr., 2011; Staji¢ 1 dr., 2017a; Thakur i dr., 2017; Méndez-Herndndez i dr.,
2019).

4.1.1.2.  Potencijal proucavanih makromiceta da depolimerizuju lignocelulozne ostatke

Rezultati ove studije su pokazali jasnu uslovljenost stepena depolimerizacije vrstom gljive i
tipom lignoceluloznog otpada (Tabela 3). Tako je kod pSeni¢ne slame 1 stabljika kukuruza
fermentisanih sa G. tsugae zabeleZzen najveéi gubitak suve mase (33,00% odnosno 31,17%),
neznatno nize vrednosti su dobijene nakon fermentacije ovih otpada sa P. florida (24,83% odnosno
22,33%), dok su visoko efikasne bile i P. ostreatus, P. pulmonarius i P. salignus. L. sulphureus je
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izazivao znaCajnu redukciju suve mase piljevine maline (21,50%), kupine (20,83%) 1 jabuke
(19,83%), G. tsugae piljevine maline i1 kupine (21,47% odnosno 19,63%), dok je A. auricula-judae
efikasno redukovala suvu masu piljevine maline (21,17%). Nasuprot tome, pSeni¢na slama je bila
najrezistentnija na dejstvo enzima L. sulphureus koji je redukovao svega 5,83% njene suve mase,
dok je piljevina hrasta bila neznatno osetljivija na enzimski kompleks P. eryngii, G. frondosa 1 H.
marmoreus koje su uzrokovale gubitak njene suve mase od ~8%.

Kapacitet delignifikacije kao i stepen selektivnosti razgradnje testiranog otpada su se takode
razlikovali od vrste do vrste (Tabela 3). Najefikasniji delignifikatori su bili H. marmoreus 1 G.
tsugae koji su degradovali ¢ak 57,15% odnosno 54,78% lignina u stabljikama kukuruza. Takode, H.
marmoreus je uspeSno depolimerizovao lignin iz piljevine jabuke (49,12%) a slican stepen
razgradnje je uocen i kod P. pulmonarius (46,28%) 1 P. salignus (43,01%) na stabljikama kukuruza,
kod A. auricula-judae na piljevini kupine (43,67%) 1 pSenicnoj slami (46,36%) 1 kod L. sulphureus
na piljevini maline (43,09%) (Tabela 3). Medutim, G. fsugae se pokazala i kao najuspesniji
mineralizator holoceluloze iz ostataka kukuruza (40,30% celuloze i 54,91% hemiceluloze) Sto je
indukovalo nizak stepen selektivnosti (1,36) (Tabela 3). Sa druge strane, H. marmoreus se pokazao
kao najselektivniji razlagac piljevine hrasta (17,69) s obziron da je degradovao 32,37% lignina 1
svega 1,83% celuloze. Visok indeks selektivnosti dobijen je i nakon fermentacije pSenicne slame sa
P. salignus (5,27) 1 L. sulphureus (4,55) kao i nakon kultivacije G. frondosa na piljevini hrasta
(4,34). Medutim, mnoge vrste a naroCito Pleurotus spp. su bile mnogo uspesniji razlagaci
holoceluloze u odnosu na lignin, posebno pri fermentaciji piljevine vinove loze, Sljive i jabuke pa je
njihov stepen selektivnosti bio manji od 1. Najnizi indeks selektivnosti od samo 0,16 zabeleZen je
nakon kultivacije H. marmoreus na piljevini §ljive s obzirom da je mineralizovao ¢ak 80,86%
holoceluloze i svega 5,72% lignina (Tabela 3).

Generalno, pozitivna korelacija izmedu aktivnosti enzima i delignifikacije nije uocena u svim
slu¢ajevima u ovoj studiji, tj. ve¢a aktivnost enzima nije znacila i veéi stepen depolimerizacije
biljnog supstrata Sto je bilo u saglasnosti sa rezultatima ranijih studija (Knezevi¢ i dr., 2013, 2016;
Cilerdzi¢ et al., 2016a, 2017). Ovo se moZe objasniti duzinom kultivacije, tj. tatkom merenja do
kada je aktivnost nekih ligninolitickih enzima mogla znacajno da opadne. Naime, kako isticu
Knezevi¢ 1 dr. (2013) pocetak sinteze enzima odgovara takozvanoj fazi kolonizacije koja je
povezana sa otvaranjem celijskog zida 1 inicijacijom razgradnje lignina reaktivnim vrstama
kiseonika dok se enzimska delignifikacija odvija znatno kasnije. Takode, stepen degradacije lignina
u velikoj meri zavisi i od odabira vrste i tipa lignoceluloznog supstrata (Knezevi¢ i dr., 2013;
Cilerdzi¢ i dr., 2016a; Paramjeet i dr., 2018). Analiza sekvenci genoma producenata ligninolitickih
enzima pokazala je nepostojanje jedinstvenog seta ovih enzima ve¢ se njegov sastav razlikuje od
vrste do vrste (Paramjeet 1 dr., 2018). S obzirom da kompletan mehanizam degradacije lignina jo§
uvek nije u potpunosti razjaSnjen danas se veliki broj studija bavi ovom tematikom sa ciljem
kreiranja efikasnijih procesa, tj. smanjenja utroska vremena i energije a time i troskova.
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Tabela 3. Kapacitet odabranih vrsta makromiceta da razlazu proucavani otpad iz poljoprivrede i Sumarstva

Otpad iz
poljoprivrede i
Sumarstva

Vrste

Kontrola*
A. auricula-
judae HAI 330

G. tsugae HAI
1032

G. frondosa HAI
1232

H. marmoreus
HAI 605

lama

L. sulphureus
HAI 1040
P. eryngii HAI
1017

P. florida HAI
217

P. ostreatus HAI
1105

Seni¢na s

v

P

P. pulmonarius
HAI 509

P. salignus HAI
326

Masa
uzorka
nakon

kultivacije

®
6,00

4,89

4,02

5,30

5,13

5,65

5,33

4,51

4,81

4,81

4,88

Sastav polimera u uzorku (mg)

Lignin  Celuloza Hemiceluloza
666,00 2418,00 1692,00
357,26 2070,16 1345,85
402,00 1603,98 964,80
460,75 2038,96 1488,18
554,26 2217,02 1339,45
531,01 2310,44 1587,37
538,63 2250,53 1359,92
446,79 1769,10 1119,22
499,82 1965,65 1158,25
389,45 1980,90 1096,22
434,14 2258,51 1009,75

Gubitak
suve
mase
(%)

/
18,50¢
33,00°
11,66
14,50¢

5,83f
11,12¢
24,83°
19,83

19,86°¢

18,67¢

Nivo razgradnje polimera (%)
Lignin Celuloza Hemiceluloza

/ / /
46,36" 13,52¢ 14,39¢
39,64° 33,67° 42,98°
30,82¢ 15,68 12,054
16,78 8,31° 20,84
20,279 4,45° 6,18°
19,12¢ 6,93¢ 19,63
32,91° 26,84° 33,85°
24,954 18,71° 31,55°
41,52° 18,08° 35,21°
34,81¢ 6,60° 40,32°

Indeks
selektivnosti

3,22°
1,18¢
1,97°
2,02°
4,55°
2,76°
1,23¢
1,33¢

2,30°

5,27
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Piljevina hrasta

Kontrola*

A. auricula-
Jjudae HAI 330

G. tsugae HAI
1032

G. frondosa HAI
1232

H. marmoreus

HAI 605

L. sulphureus
HAI 1040

P. eryngii HAI
1017

P. florida HAI
217

P. ostreatus HAI
1105

P. pulmonarius

HAI 509

P. salignus HAI
326

6,00

5,11

5,34

5,50

5,50

542

5,51

5,34

5,36

5,20

5,31

1530,00

1113,98

114276

1165,15

1034,75

1159,24

1157,73

1174,14

1253,30

1133,16

1168,86

2808,84

2442,58

2496,00

2654,57

2757,50

2470,15

2469,82

2593,78

2485,18

2474,25

2629,94

1159,97

846,00

801,00

802,42

891,65

980,48

1102,60

1008,69

1017,64

951,23

892,58

14,83*

11,00°

8,301

8,30¢

9,70°

8,12¢

11,00°

10,67°

13,36*

11,50°

27,19°

25,31°

23,85°

32,37%

24,23°

24,33¢

23,26°

18,08¢

25,94°

23,60°

13,04*

11,14°

5,49¢

1,83¢

12,06°

12,07°

7,66°

11,52°

11,91°

6,37°

27,07°

30,95%

30,82*

23,13°¢

15,47°

17,99¢

13,04¢

12,27¢

17,99¢

23,05°¢

2,08¢

2,27°

4,34

17,69°

2,01¢

2,01¢

3,04°

1,57¢

2,18¢

3,70°
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Lignin  Celuloza Hemiceluloza Lignin  Celuloza Hemiceluloza

Kontrola* 6,00 1421,41  2652,00 887,08 / / / / /
A. auricula- ¢ a d ¢ b
indae HAI 330 5,07 998,59  2286,12 696,00 15,50 29,75 13,80 21,54 2,15
G e HAl 504 121944 232298 715,54 16,02 1421°  1241° 19,34¢ 1,14¢
G.f m’l“;‘;;" HAI 527 1201,79  2250,72 569,27 12,16¢ 15,45° 15,13¢ 35,83 1,02¢
% H. marmoreus . a £ d a
£ HIAL 605 5,15 96324 242097 710,84 14,15 32,23 8,17 19,87 3,94
2 L. sulph
= . Sulphureus a b a . d
= AL 1040 4,96 118424  1973,68 674,42 17,35 16,97 25,58 23,97 0,66
«<
= ..
| P. et HAI 536 128688 213408 659,53 10,630 946 19,53° 25.65" 0,48
= .
P. ﬂ";’l";‘ HAI 5,15 1333,07  2177,18 756,61 14,17 6,21¢ 17,90° 14,71¢ 0,35¢
P. "S”lel“ég’s HAI 511 1362,00  2116,78 654,46 14,83¢ 4,18 20,18° 26,22° 0,21°
P. pulmonarius b c b c e
AT 500 5,08 132991  2121,77 685,26 15,40 6,44 19,99 22,75 0,32
P. salignus HAI 5,13 128325  2160,99 600,56 14,50° 9,72¢ 18,51° 32,30° 0,52¢

326
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Piljevina kupine

Kontrola*

A. auricula-
Jjudae HAI 330

G. tsugae HAI
1032

G. frondosa HAI
1232

H. marmoreus
HAI 605

L. sulphureus
HAI 1040

P. eryngii HAI
1017

P. florida HAI
217

P. ostreatus HAI
1105

P. pulmonarius
HAI 509

P. salignus HAI
326

6,00

4,87

4,82

5,21

5,21

4,75

5,08

5,06

5,02

4,83

4,86

1218,00

686,11

867,96

770,40

770,78

827,20

827,55

895,27

988,15

907,85

850,68

2712,00

2282,15

2271,16

2248,56

1963,42

2167,82

2005,42

2169,88

2081,64

2173,05

1968,71

1038,00

982,93

790,81

811,98

843,70

798,67

883,40

723,29

707,26

709,86

709,71

18,83°¢

19,63°

13,17¢

13,17¢

20,83

15,42¢

15,67¢

16,33¢

19,52°

19,00

43,67°

28,744

36,75°

36,72°

32,09¢

32,06°

26,50°

18,87°

25,46°

30,16

15,85¢

16,261

17,09¢

27,60°

20,07°

26,05

19,99¢

23.24°

19,87¢

27,41°

531°

23,81°

21,77°

18,72¢

23,06

14,89¢

30,32%

31,86"

31,61°

31,63*

2,75°

1,77°

2,15°

1,33¢

1,60°

1,23¢

1,33°

0,81¢

1,28°

1,10°
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Lignin  Celuloza Hemiceluloza Lignin  Celuloza Hemiceluloza

Kontrola* 6,00 120000  2160,00 1308,00 / / / / /
A. auricula- a b f d a
indae HAL 330 473 761,53 197241 870,32 2117 36,54 8,68 33,46 421
G e HAl 4,71 932,98  1767,00 881,14 2147 22250 18,19° 32,634 1,22¢
G Jr 0’1“2"3);" HAIL 5,15 875,16 1930,50 988,42 14,166 27,07° 10,63 24,43° 2,54°
H. marmoreus c e d c c
P HAT 605 509 95146 189782 803,90 1520° 20,71 12,14 38,54 1,71
Té L. sulphureus
. a a a c d
2 HAL 1040 4,71 682,95  1398,87 805,41 21,5 43,09 35,24 38,42 1,22
= .
‘;% P. el HAI 5090 96220 182258 855,29 15,15°  19,82°  15,62° 34,614 1,27¢
PJonda AL 484 102693 193276 678,16 1933 14420 10,52° 48,15° 1,37°
Prosreans HAL 499 105724 192498 658,28 163" 11,00°  10,88° 49,67 1,09°
P. pulmonarius a d b b e
HALS00 467 91532 173257 723,85 22,16' 23,72 19,79 44,66 1,19
Prsaligns BAL -y o4 93403 182397 726,62 17670 22150 1556° 44,45 1,42°

326

33



Piljevina Sljive

Kontrola*

A. auricula-judae

HAI 330

G. tsugae HAI
1032

G. frondosa HAI
1232

H. marmoreus
HAI 605

L. sulphureus
HAI 1040

P. eryngii HAI
1017

P. florida HAI
217

P. ostreatus HAI
1105

P. pulmonarius
HAI 509

P. salignus HAI
326

6,00

4,91

4,85

5,29

5,23

5,01

5,29

5,22

5,31

5,24

5,27

1837,49

1208,60

1436,19

1464,22

1732,45

143229

1544,39

1696,18

1719,79

1476,00

1729,54

2544,00

1911,16

2028,14

2098,54

1648,71

1872,99

1956,93

2155,45

1868,42

1910,78

1919,37

1368,00

948,21

722,95

734,45

743,23

761,22

825,08

594,97

721,89

554,91

680,22

18,17¢

19,13*

11,834

12,62°

16,53°

11,85¢

13,00°

11,50¢

12,75¢

12,17°

34,23%

21,84°

20,31°¢

5,72°

22.05°

15,95¢

7,69°

6,41°

19,67¢

5,87°

24.88°

20,28°¢

17,514

35,19%

26,38°

23,08°

15,27¢

26,56°

24.89°

24.55°

30,69°

47,15°¢

46,29¢

45,67°

44,36°

39,691

56,51*

47,23¢

59,44°

50,28°

0,73°

1,08%

1,16

0,16°

0,83°

0,69°

0,50°

0,244

0,79°

0,244
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Otpad iz
poljoprivrede i
Sumarstva

Vrste

Kontrola*
A. auricula-
judae HAI 330

G. tsugae HAI
1032

G. frondosa HAI
1232

H. marmoreus
HAI 605

L. sulphureus
HAI 1040
P. eryngii HAI
1017

P. florida HAI
217

P. ostreatus HAI
1105

Piljevina jabuke

P. pulmonarius

HAI 509

P. salignus HAI
326

Masa
uzorka
nakon

kultivacije

@
6,00

4,90

4,98

5,17

5,08

4,81

5,30

4,85

4,95

5,02

4,80

Sastav polimera u uzorku (mg)

Lignin  Celuloza Hemiceluloza
1158,00  2808,00 1176,00
887,62 2363,73 1098,50
916,69 2167,17 822,03
852,72 2253,25 821,71
589,16 2107,79 838,04
889,48 2202,06 822,17
970,08 2237,02 1107,19
1022,93 2419,15 814,46
1043,82  2290,46 638,16
999,18 2289,58 873,65
1003,41 2290,08 691,34

Gubitak
suve
mase
(%)

/
18,33°
16,97
13,83¢
15,33
19,83¢
11,65¢
19,17
17,50°

15,96¢

20,00°

Nivo razgradnje polimera (%)
Lignin Celuloza Hemiceluloza

/ / /
23,35° 15,82¢ 6,594
20,84° 22,82° 30,10°
26,36 19,76 30,13°
49,12* 24,94* 28,74°
23,19° 21,58° 30,09°
25,54° 26,27° 10,88°
11,661 13,85¢ 30,74°
9,86° 18,43 45,73°
9,86° 18,43 45,73°
13,35¢ 18,44° 41,21°

Indeks
selektivnosti

1,48
0,91°
1,33
1,97
1,07°
0,97
0,84°
0,534

0,534

0,72¢
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Stabljike kukuruza

Kontrola*

A. auricula-judae
HAI 330

G. tsugae HAI
1032

G. frondosa HAI
1232

H. marmoreus

HAI 605

L. sulphureus
HAI 1040

P. eryngii HAI
1017

P. florida HAI
217

P. ostreatus HAI
1105

P. pulmonarius
HAI 509

P. salignus HAI
326

6,00

5,04

4,13

5,51

4,80

5,49

5,18

4,66

4,76

4,76

4,64

594,00

372,66

268,58

402,38

254,51

395,14

522,88

381,96

423,91

319,12

338,50

2796,00

2200,73

1669,33

2530,11

1863,18

2014,10

2350,36

1872,52

1948,07

1967,12

1961,45

1860,43

1450,37

838,80

1504,78

1397,38

1602,00

1242,48

1043,39

1105,02

1057,39

1029,41

16,00¢

31,17°

8,17°

20,00¢

8,50°

13,72¢

22,33

20,67¢

20,62°¢

22,67°

37,26°

54,78*

32,26¢

57,15%

33,48¢

11,97

35,70°

28,64°

46,28°

43.01°

21,29¢

40,30°

9,51°

33,36°

27,97¢

15,94¢

33,03°

30,33¢

29,65°¢

29,85°¢

22,04°

54,91*

19,12f

24,89¢

13,89¢

33,224

43,92°

40,60°

43,16

44.67°

1,75°

1,36°

3,39¢

1,71°

1,19¢

0,75°

1,08¢

0,94°

1,56°

1,44¢
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Lignocelulozni ostaci proucavani u ovoj studiji se proizvode u ogromnim koli¢inama na
godisnjem nivou. Tako, na osnovu podataka Organizacije za hranu i poljoprivredu (FAO) iz 2017.
godine prinos samo jabuke i sljive u zemljama Evropske Unije bio je 10106442 t odnosno 1292856
t. Srbija kao poljoprivredna zemlja je jedna od lidera u proizvodnji mnogih kultura, pre svega
maline i kupine (68500 t odnosno 27558 t) ali i jabuke (378644 t), Sljive (330582 t) 1 grozda
(165568 t). Uprkos cCinjenici da ovi ostaci predstavljaju obnovljive resurse za proizvodnju
bioetanola, papira, hrane, hraniva i drugih proizvoda jo§ uvek se ne koriste u dovoljnoj meri niti su
utvrdeni najefikasniji mehanizmi njihove konverzije. Delignifikacija je glavni ograni¢avajuci faktor
za uspesno koriS¢enje ovog otpada zbog visoke rezistentnosti lignina. Brojne studije su se bavile
odredivanjem potencijala mnogih vrsta gljiva izazivaca belog truljenja, kao Sto su Daedaleopsis
spp., Ganoderma spp., Trametes spp. 1 druge, da razlazu ucestali biljni otpad (Staji¢ i dr., 2010,
2017a; Cilerdzi¢ i dr., 2011, 2016a,b; Knezevi¢ i dr., 2013, 2016). Vazno je ista¢i da neki
lignocelulozni ostaci kao 1 vrste makromiceta iz ove studije do sada nisu proucavani. Tako, retki su
podaci o ligninolitickom potencijalu vrsta rodova Auricularia, Hypsizigus, Laetiporus i Grifola koje
su se pokazale kao dobri delignifikatori pSenicne slame, piljevine kupine, maline i jabuke kao i
ostataka kukuruza. Sojevi 4. auricula-judae 1 H. marmoreus koris¢eni u ovoj studiji su bili znatno
efikasniji delignifikatori ostataka kukuruza od 4. polytricha odnosno Irpex lacteus i1 Phanerochaete
chrysosporium proucavanih od strane Du i dr. (2011), Ma i dr. (2011) 1 Saha 1 dr. (2016). Naime, 4.
polytricha je degradovala svega 16,6% lignina nakon 15 dana kultivacije, 1. lacteus 37,6% nakon 42
dana, a Ph. chrysosporium ~50% nakon 30 dana. Sli¢no se mozZe reci i za soj G. frondosa 1z ove
studije koji je bio ¢ak dvostruko efikasniji u delignifikaciji piljevine hrasta od soja proucavanog od
strane Mikiashvili 1 dr. (2011), kao i1 znatno selektivniji od soja iz studije Montoya 1 dr. (2012).
Prema kategorizaciji Liers i1 dr. (2011), visoko selektivnim su se pokazale i G. tsugae i vrste roda
Pleurotus sa indeksima selektivnosti za odredene supstrate >2 S§to ih Cini visoko efikasnim
delignifikatorima, mnogo boljim od G. lucidum, G. applanatum i Pleurotus spp. studiranim od
strane Salmones i dr. (2005), Knezevi¢ i dr. (2013) i Cilerdzi¢ i dr. (2016a,b). Tako su P. salignus
HAI 326, P. eryngii HAI 1017 1 P. pulmonarius HAI 509 bili visoko selektivni razlagaci pSeni¢ne
slame 1 piljevine hrasta ¢iji su se indeksi selektivnosti nalazili u opsegu 2,01 do 5,27. Medutim,
njihov kapacitet delignifikacije ova dva supstrata je bio manji od onog kod pakistanskih sojeva P.
eryngii 1 P. ostreatus kultivisanih na stabljikama kukuruza (Asgher i dr., 2016). Ove razlike u
selektivnosti razgradnje lignoceluloze mogu se pripisati poreklu i1 genetskoj predispoziciji
vrsta/sojeva, kao 1 tipu supstrata, tj. odnosu lignina i holoceluloze, strukturi lignina i ¢elijskog zida
(Li 1 dr., 2012). Tako je za razliku od soja P. florida poreklom sa Floride testiranog u ovoj studiji,
kineski soj pokazao znatno vec¢u selektivnost u razgradnji pSeni¢ne slame i stabljika kukuruza
(Rouches i dr., 2016). Sa druge strane, pirin¢ana slama je indukovala mnogo selektivniju razgradnju
kod P. ostreatus DSM 11191 od svih supstrata na kojima je kultivisan nas§ soj HAI 1105 (Mustafa i
dr., 2016). Takode, piljevina hrasta je bila bolji inducer selektivne degradacije kod P. florida HAI
217 od ostataka banana koris¢enih u studiji Chanakya i dr. (2015).

Generalno, rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali da odabrane vrste makromiceta mogu da
budu veoma uspesni i selektivni razlagaci razli¢itog lignoceluloznog otpada Sto je od posebnog
znacaja s obzirom da prinos bioetanola u velikoj meri zavisi od efikasnosti pre-tretmana. Medutim,
zbog kompleksne strukture kao i otpornosti lignoceluloznog materijala potrebno je jo$ istrazivanja
na polju primene gljiva i njihovih enzima u bioloSkom pre-tretmanu kako bi njegov potencijal bio u
potpunosti iskoriscen.

4.1.1.3.  Varijabilnost izoenzimskih profila lakaza kod Pleurotus spp.
S obzirom da su vrste roda Pleurotus bile najbolji producenti ligninolitickih enzima, pre svega
lakaza, slede¢i cilj istraZivanja je bio karakterizacija izoformi ovog enzima na svim testiranim

lignoceluloznim ostacima. Na broj, intenzitet i pl zimogramski detektovanih izoformi uticali su
vrsta 1 tip supstrata (Slika 1).
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pl 1 2 3 4 5 6 pl 1 2
1 - P. salignus HAI 326 4 - P. ostreatus HAI 1105
2 - P eryngii HAI 193 5 - P. eryngii HAI 1017
3 - P, florida HAI 217 6 - P. pulmonarius HAI 509

Slika 1. IEF profil lakaza prou€avanih vrsta roda Pleurotus u zavisnosti od vrste otpada iz
poljoprivrede 1 Sumarstva: pSeni¢ana slama (A), piljevina hrasta (B), piljevina vinove
loze (C), piljevina kupine (D), pilevina maline (E), piljevina §ljive (F), piljevina jabuke
(G) 1 stabljike kukuruza (H)

Naime, lakazne izoforme su se razlikovale od vrste do vrste na istom supstratu kao i od supstrata do
supstrata kod iste vrste. Tako su piljevina hrasta, vinove loze, kupine, maline i §ljive indukovale
sintezu veceg broja intenzivnijih izoformi kod svih Pleurotus spp. Medutim, broj i intenzitet
izoformi nije uvek bio u korelaciji sa aktivnoS¢u ovog enzima kod testiranih vrsta na svim
supstratima. Ovo se moze videti na primeru P. ostreatus koji je tokom fermentacije piljevine jabuke
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sintetisao samo jednu lakaznu izoformu (pl 3,6) najvece aktivnosti, dok je tokom kultivacije na
stabljikama kukuruza produkovao veéi broj manje aktivnih izoformi. Nasuprot tome, kod P.
pulmonarius HAI 509 1 P. eryngii HAI 1017 piljevina jabuke i vinove loze je indukovala sintezu
velikog broja lakaznih izoformi u pl opsegu 3,6 - 5,1 (Slika 1). Uticaj supstrata na broj i intenzitet
izoformi zabelezen je kod P. eryngii i P. pulmonarius. Naime, piljevina §ljive je indukovala sintezu
samo jedne izoforme kod P. eryngii (pl 5,1) a dve izoforme kod P. pulmonarius (pl 4,6 1 5,1), dok
je na piljevini maline P. pulmonarius sintetisao jednu (pl 3,6) a P. eryngii dve izoforme (pl 3,6 1
5,1).

U genomu gljiva postoji nekoliko gena koji kodiraju sintezu lakaza medu kojima su oni koji se
kontinuirano eksprimiraju i oni ¢ija transkripcija zavisi od uslova sredine 1 fizioloSke predispozicije
vrste (Collins 1 Dobson, 1997; Palmieri i dr., 2000; Jiang i dr., 2013). Ranije studije su pokazale
zavisnost broja produkovanih lakaznih izoformi kod Pleurotus spp. od tipa supstrata (Sannia i dr.
1986; Palmieri i dr. 1993; Rescigno i dr. 1993; Youn i dr. 1995; Mufioz i dr. 1997a). Tako se broj
izoformi kod P. eryngii kretao od dva, nakon tecne kultivacije u glukoza/amonijum-tartarat
medijumu i ¢vrste fermentacije pSeni¢ne slame (Mufoz i dr., 1997b; Cilerdzi¢ i dr., 2017), preko tri,
nakon Cvrste fermentacije piljevine vinove loze (Staji¢ i dr., 2006a), do Cak Cetiri nakon tecne
fermentacije medijuma na bazi ekstrakata krompira i kvasca (Palmieri i dr., 1997). Sli¢na slika je
uocena 1 kod P. pulmonarius koji je sintetisao samo jednu izoformu na pSeni¢noj slami a dve na
pSeni¢nim mekinjama (Marques de Souza i Peralta, 2003; Cilerdzi¢ i dr., 2017) i kod P. ostreatus
kod koga su Staji¢ 1 dr. (2006a) detektovali tri izoforme nakon fermentacije piljevine vinove loze a
Palmieri 1 dr. (1997) cetiri nakon kultivacije u dekstroza/ekstrakt krompira/ekstrakt kvasca
medijumu. Sa druge strane, tokom kultivacije u ovom istom medijumu P. florida i P. nebrodensis
su produkovale dve odnosno tri izoforme (Das i dr., 2001; Yuan i dr., 2016).

4.1.2. Potencijal odabranih makromiceta da depolimerizuju pSeni¢nu slamu

Sledeca faza istrazivanja bila je utvrdivanje potencijala pSeni¢ne slame, kao najoptimalnijeg
supstrata, da indukuje sintezu visoko aktivnih formi tri testirana ligninoliticka enzima kod jo$
nekoliko gljiva belog truljenja koje do sada nisu dovoljno proucene.

Dobijeni rezultati su pokazali znaCajne inter- i intraspecijske razlike u produkciji Mn-
oksidujucih peroksidaza i lakaza kod proucavanih vrsta/sojeva makromiceta (Grafici 4, 5, 6).

Maksimalna vrednost aktivnosti MnP (1443,18 & 113,84 U/L) izmerena je kod Lentinus edodes
HAI 858. Visoka aktivnost ovog enzima zabelezena je 1 kod vrsta Pleurotus pulmonarius HAI 573
(1294,19 + 98,42 U/L), P. ostreatus HAI 592 (1243,69 + 49,49 U/L) i P. eryngii HAI 193 (1095,96
+ 144,87 U/L), dok je najniZa vrednost zabelezena kod Ganoderma applanatum BEOFB 412 (87,12
+ 0.00 U/L) (Grafik 4).

Aktivnost MnIP/VP je bila na niZem nivou u poredenju sa aktivnoS¢u MnP pa je najveca
aktivnost ovog enzima izmerena kod L. edodes HAI 858 (1045,45 + 139,76 U/L), dok je najniza
vrednost od samo 0,35 + 0,02 U/L zavelezena kod Flammulina velutipes HAI 103 (Grafik 5).

Nivo lakazne aktivnosti je bio znatno vis$i u odnosu na nivoe aktivnosti MnP i MnIP/VP. Kao
najbolji producent lakaza pokazao se P. eryngii HAI 711 kod koga je izmerena maksimalna
aktivnost od 7804,32 + 620,73 U/L (Grafik 6).

Ukupna produkcija proteina odrazila se na profil specifi¢ne aktivnosti enzima pa je maksimalna
specifi¢na aktivnost MnP od 110,39 + 9,29 U/mg zabelezena nakon fermentacije slame sa Trametes
hirsuta HAI 300. Najveca vrednost specificne aktivnosti MnlP je izmerena kod L. edodes HAI 858
(48,69 + 2,84 U/mg), dok je maksimalna vrednost specifi¢ne lakazne aktivnosti detektovana kod P.
ostreatus HAI 592 (47,43 £ 1,05 U/mg).
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Izoelektricnim fokusiranjem su dobijeni razli€iti profili izoformi MnP, MnIP/VP i lakaza u
zavisnosti od vrste odnosno soja. U slu¢aju MnP jedan veoma jak bend (pl 4,6) i nekoliko slabih
izoformi je vizuelizovano kod L. edodes HAI 858 1 P. citrinopileatus HAI 435, dok je kod P.
ostreatus HAI 592 uoceno dva benda ¢iji je pl bio oko 5,9 (Slika 2A). Intraspecijski diverzitet je
uocen kod P. eryngii s obzirom da je kod soja HAI 193 vizuelizovan samo jedan slab bend pl oko
5,9 dok je kod soja HAI 711 izdvojeno tri izoforme ¢ije su se pl nalazile u opsegu od 4,6 do 5,9.
Samo po jedna MnlIP/VP izoforma u pl opsegu od 3,6 do 5,9 je uocena kod svih testiranih
vrsta/sojeva izuzev kod P. eryngii HAI 711 gde je izdvojeno nekoliko izoformi pl od oko 5,9 (Slika
2B). Lakazni zimogram je potvrdio da je ovaj enzim dominantan kod proucavanih vrsta s obzirom
da je kod vecine uoceno po nekoliko jakih izoformi (Slika 2C). Tri lakazna benda, jedan od pl 3,6 1
dva od pl 4,6 je vizuelizovano kod P. citrinopileatus HAI 435, dva benda (pl 3,6 1 4,6) je dobijeno
kod G. lucidum BEOFB 435 i P. eryngii HAI 193 1 HAI 711, dok su preostale vrste i sojevi
sintetisali ovaj enzim u samo jednoj izoformi.
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Slika 2. IEF profili Mn-zavisnih peroksidaza (A), Mn-nezavisnih peroksidaza (B) i lakaza (C) u
zavisnosti od vrste odnosno soja

Proucavane vrste su pokazale razlicit kapacitet degradacije pSeni¢ne slame kao i razli¢ite nivoe
selektivnosti njene depolimerizacije (Tabela 4). Najveci gubitak suve mase od ¢ak 51,20% izazvala
je Xvlaria polymorpha dok su ostale vrste bile manje efikasne uzrokujuéi gubitke od 9,85%
(Lenzites betulinus BEOFB 500) do 26,70% (G. lucidum BEOFB 435). Najve¢i potencijal za
razgradnju lignina pSeni¢ne slame zabelezen je kod G. lucidum BEOFB 435 (58,50%) a visoki
procenti delignifikacije izmereni su 1 nakon njene fermentacije sa P. citrinopileatus HAI 435
(56,00%) i L. edodes HAI 858 (55,7%). Najmanji procenat delignifikacije dobijen je fermentacijom
slame sa L. betulinus BEOFB 500 (33,5%) (Tabela 4). Maksimalan nivo razgradnje hemiceluloze
zabelezen je takode kod G. lucidum BEOFB 435 (74,8%) a najnizi kod P. eryngii HAI 193 (2,1%)).
Stepen razgradnje celuloze je bio niZi u odnosu na hemicelulozu pa je maksimalan nivo od 44,0%
izmeren kod X. polymorpha BEOFB 1110 a najnizi kod P. eryngii HAI 711 (0,5%). Najbolji
delignifikator, G. lucidum BEOFB 435, je bio i najselektivniji degrader pSenicne slame, naime
indeks selektivnosti je bio 83,57 (Tabela 4).
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Tabela 4. Stepen razgradnje lignina, celuloze i hemiceluloze tokom cvrste fermentacije
pSeni¢ne slame odabranim vrstama makromiceta

Razgradena vlakna u uzorku
Gubitak suve mase (%) Indeks

(%) selektivnosti
Lignin Celuloza Hemiceluloza

Proucavane vrste/sojevi

Ganoderma lucidum

BEOFB 435 26,704 58,504 0,70? 74,80¢ 83,57¢
Hypsizigus tessulatus
BEOFB 910 25,454 49,40¢ 20,00¢ 30,60¢ 2,47°
Lenzites betulinus BEOFB
500 9,85% 33,50° 2,900 56,40¢ 11,55¢
Lentinus edodes
HATI 858 13,50° 55,70¢ 16,60¢ 12,40P 3,35
Pleurotus citrinopileatus
HAI 435 26,604 56,004 29,204 30,70° 1,92°
Pleurotus eryngii HAI 193 10,30° 36,70 1,400 2,100 26,214
Pleurotus eryngii HAI 711 18,90¢ 34,207 0,50° 51,601 68.,40¢
Pleurotus pulmonarius
HAI 573 20,43¢ 50,40¢ 3,80° 15,30P 13,26¢
Pleurtous ostreatus HAI 592 17,40° 40,30 0,80° 35,80° 50,384
Xylaria polymorpha BEOFB 51,20 42,90 44,00 54,90¢ 0,97

1110

Generalno, studirane vrste su pokazale visok kapacitet selektivne razgradnje pSeni¢ne slame
Sto ih ¢ini potencijalnim ucesnicima u vaznom delu procesa dobijanja bioetanola. Inter- i
intraspecijska varijabilnost kako u karakteristikama proucavanih ligninolitickih enzima tako i u
stepenu mineralizacije pSeni¢ne slame ispitivanim vrstama su u saglasnosti sa rezultatima ranijih
prou¢avanja. Tako su Camarero i dr. (1996), Staji¢ i dr. (2004) i Cilerdzi¢ i dr. (2011) pokazali
interspecijski diverzitet u produkciji MnP i lakaza izmedu Coriolus hirsutus i C. pubescens,
Ganoderma lucidum 1 G. carnosum, kao 1 izmedu brojnih vrsta roda Pleurotus. Takode, zabelezili
su i razlike u stepenu delignifikacije pSeni¢ne slame sa 4 Pleurotus vrste (P. pulmonarius, P.
floridanus, P. ostreatus 1 P. sajor-caju). S druge strane, pokazane su i izuzetne intraspecijske
razlike u nivoima aktivnosti lakaza i MnP unutar Cerrena maxima, G. lucidum 1 mnogih vrsta roda
Pleurotus (Camarero 1 dr., 1996; Staji¢ i dr., 2004; de Silva i dr., 2005; Manavalan 1 dr., 2012;
Cilerdzi¢ i dr., 2014). Naime, de Silva i dr. (2005) su zabelezili zna¢ajne razlike u lakaznim
aktivnostima tokom tecne fermentacije pSeni¢nih mekinja sa Cetiri soja G. lucidum c¢ije su se
vrednosti kretale u opsegu od 0,58 U/L do 49,52 U/L. Nasuprot tome, nakon 14 dana kultivacije
Setiri soja iste vrste na supstratu od pSeni¢ne slame, Cilerdzié i dr. (2014) su izmerili mnogo vise
aktivnosti lakaza u rasponu od 153,5 U/L, kod soja BEOFB 432, do ¢ak 5921,5 U/L, kod BEOFB
434. Aktivnost MnP detektovana nakon 21-og dana ¢vrste fermenatcije Secerne trske sa sojem G.
lucidum prouCavanim od strane Manavalan i dr. (2012) je bila znatno niza u poredenju sa
dobijenom vrednosc¢u kod soja BEOFB 435 proucavanog u ovoj studiji (70 U/g supstrata prema 450
U/g supstrata). Staji¢ i dr. (2004) i Songulashvili i dr. (2007) su takode potvrdili postojanje
intraspecijske varijabilnosti u aktivnostima ligninolitickih enzima kod G. applanatum i T. versicolor
nakon tecne fermentacije kora mandarina, kod L. edodes i T. versicolor nakon ¢vrste kultivacije na
pSeni¢noj slami kao i1 kod vrsta roda Pleurotus nakon ¢vrste fermentacije piljevine vinove loze.
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Brojni rezultati su takode demonstrirali znacajne razlike u MnP i lakaznoj aktivnosti izmedu sojeva
P. ostreatus u zavisnosti od njihovog geografskog porekla, tipa supstrata i1 uslova kultivacije (Dong
i dr., 2013; Sergentani i dr. 2016; Ergun i Urek, 2017). Tako su Dong i dr. (2013) nakon te¢ne
fermentacije ostataka Secerne trske zabelezili izuzetno visoku aktivnost MnP (150000 U/L) ali 1
odsustvo lakazne aktivnosti, dok su Sergentani i dr. (2016) nakon te¢ne kultivacije P. ostreatus na
psSeni¢nim mekinjama dobili visoko aktivne izoforme lakaza (4730 U/L) ali ne i MnP. S druge
strane, Cvrsta kultivacija ovih P. ostreatus sojeva je indukovala dobru produkciju visoko aktivnih
enzima nezavisno od vrste supstrata. Naime, tokom fermentacije kora krompira Ergun 1 Urek
(2017) zabelezili su izuzetno visoke aktivnosti i MnP i lakaza (~1000 U/L odnosno ~2000 U/L)
koje su bile slicne dobijenim u ovoj studiji sa sojem P. ostreatus HAI 592 (1243,7 U/L odnosno
1085,9 U/L). Nasuprot navedenoj sli¢nosti, u slu¢aju X. polymorpha postojale su velike razlike u
aktivnosti lakaza izmedu soja proucavanog u ovoj studiji 1 soja proucavanog od strane Liers 1 dr.
(2007) koji je nakon tene fermentacije soka od paradajza produkovao ¢ak pet puta aktivnije lakaze.

Uslovljenost izoenzimskih profila od genetiCke osnove vrsta/sojeva pokazana je 1 u
dosadasnjim istrazivanjima (de Souza i dr., 1996; Ko i dr., 2001; Staji¢ i dr., 2010; Manavalan i dr.,
2012; Cilerdzi¢ i dr., 2014, 2016a). Tako, nasuprot samo dve lakazne izoforme sintetisane tokom
kultivacije G. lucidum u maltoznom medijumu (de Souza i dr., 1996) i tri izoenzima detektovana
nakon teCne fermentacije glukoza/pepton/ekstrakt kvasca medijuma sa korejskim sojem ove vrste
(Ko i dr., 2001), Manavalan i dr. (2012) su vizuelizovali ¢ak pet izoformi nakon ¢vrste kultivacije
testiranog soja na supstratu od Secerne trske. Staji¢ i dr. (2010) i Cilerdzi¢ i dr. (2014) su potvrdili
da genetika ima veoma znacajan uticaj na izoenzimski profil. Naime, dva soja G. lucidum razli¢itog
porekla (HAI 447 i BEOFB 431) sintetisala su Cetiri odnosno tri lakazne izoforme prilikom
kultivacije pod istim uslovima tj. pri ¢vrstoj kultivaciji na pSenicnoj slami obogacenoj amonijum
nitratom. U slu¢aju MnP, za razliku od G. lucidum BEOFB 435 kod koje nije detektovana ni jedna
izoforma nakon ¢vrste fermentacije pSenicne slame, Manavalan i dr. (2012) su izolovali jednu
izoformu (pl 4,2) nakon fermentacije $eéerne trske sa proucavanim sojem a Cilerdzi¢ i dr. (2016a)
dve bliske izoforme (pI od 3,6 1 3,7) nakon tecne fermentacije pSenicne slame sa sojem BEOFB
431. Inter- i intraspecijski diverzitet u izoenzimskim profilima u okviru roda Pleurotus takode je
demonstrirao veci broj autora. Naime, Muifioz 1 dr. (1997a,b) su detektovali dva benda sa aktivnos¢u
lakaza kod P. eryngii nakon kultivacije u medijumu koji je sadrzao glukozu i amonijum tartarat, dve
izoforme su izdvojili Staji¢ 1 dr. (2006a) nakon tecne fermentacije kora mandarina sa sojem HAI
616, dok su sojevi HAI 711 i HAI 193 produkovali dva odnosno tri izoenzima. U slucaju P.
ostreatus, nasuprot soju HAI 592 koji je produkovao lakazu u samo jednoj izoformi, Staji¢ i dr.
(2006a) su detektovali tri izoforme kod sojeva HAI 493 i HAI 494 nakon c¢vrste kultivacije na
piljevini vinove loze, a Guardina i dr. (1996) i Palmieri i dr. (1997) Cak cetiri izoforme (POXA1b,
POXAlw, POXA2 i POXC) kod soja poreklom sa Floride nakon te¢ne kultivacije u
krompir/glukoza/ekstrakt kvasca medijumu.

Ranije studije su pokazale i znacajne razlike izmedu vrsta i sojeva u kapacitetu i selektivnosti
degradacije lignoceluloze (Dong i dr. 2013; KneZevi¢ i dr. 2013; Cilerdzi¢ i dr., 2016a, b).
Proucavane vrste su se pokazale kao bolji degraderi u odnosu na brojne prethodno testirane vrste i
sojeve. Tako je G. lucidum BEOFB 435 razgradila ~38% viSe lignina od soja BEOFB 432 i oko
35% vise od G. applanatum, dok su sojevi P. eryngii HAI 193 i HAI 711 bili vise nego duplo bolji
delignifikatori od soja HAI 507 (Knezevi¢ 1 dr., 2013; Cilerdzi¢ i dr., 2016a, b). U slucaju P.
ostreatus, soj HAI 592 je bio selektivniji degrader pSeni¢ne slame nakon njene ¢vrste fermentacije
od soja proucavanog od strane Dong i dr. (2013) nakon submerzne fermentacije Secerne trske
(40,3% lignina, 35,8% hemiceluloze i 0,8% celuloze u odnosu na 50% : 35% : 5%).
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4.1.3. Potencijal odabranih mikromiceta da depolimerizuju pSeni¢nu slamu

Testirane Cetiri vrste mikromiceta su se razlikovale po profilima ligninolitickih enzima,
dinamici njihove produkcije 1 nivou aktivnosti (Grafik 7). Prouavane vrste nisu produkovale sve
studirane ligninoliticke enzime. Tako je sinteza lakaza zabeleZena samo kod Alternaria sp. BEOFB
202m sa maksimalnom aktivno$¢u od 1558,59 + 104,42 U/L koja je izmerena nakon 7 dana ¢vrste
fermentacije pSeni¢ne slame. Za razliku od lakaza, aktivnosti MnP i MnlIP su bile znacajno nize kod
studiranih izolata na svim tackama merenja (Grafik 7).
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Grafik 7. Dinamika aktivnosti Mn-zavisnih 1 Mn-nezavisnih peroksidaza 1 lakaza ispitivanih
mikromiceta u toku ¢vrste fermentacije pSeni¢ne slame

Najvisa aktivnost MnP detektovana je 14. dana kultivacije Clonostachys rosea BEOFB 1610m
(210,23 £ 16,05 U/L) a neznatno niza kod Aspergillus niger BEOFB 342m (191,29 + 13,92 U/L).
Medutim, nasuprot Alternaria sp., C. rosea i1 A. niger BEOFB 341m koji su sintetisali MnP tokom
celog perioda kultivacije, Cladosporium herbarum BEOFB 711m je produkovao ovaj enzim samo
na pocetku kultivacije. Konstantno visoka MnP aktivnost tokom celog perioda fermentacije
pSenicne slame, sa tendencijom blagog smanjenja do 21. dana uocena je kod 4. niger BEOFB 341m
(178,03 U/L 7. dana, 153,41 U/L 14. dana i 159,09 U/L 21. dana), dok je Alternaria sp. sintetisala
MnP najnize aktivnosti od svega 37,88 = 0,00 U/L nakon 14 dana kultivacije (Grafik 7). C. rosea se
pokazao najboljim producentom MnIP nakon 14 dana kultivacije kada je izmerena maksimalna
aktivnost od 303,03 + 30,3 U/L, dok je neSto manje aktivnu izoformu sintetisao A. niger BEOFB
342m 7. dana kultivacije (251,89 = 20,75 U/L). Medutim, odabrani supstrat je bio lo$ izvor
ugljenika za produkciju MnIP kod C. herbarum kod koga je 21. dana kultivacije izmerena najniZa
aktivnost ovog enzima od samo 56,82 + 0,00 U/L (Grafik 7).

Najveci sadrzaj ukupnih proteina zabeleZen je nakon 21-og dana ¢vrste fermentacije slame sa
sojevima 4. niger (123,14 mg/mL kod BEOFB 341m i 120,13 mg/mL kod BEOFB 342m), dok je
najslabiji producent bio C. herbarum (16,26 mg/mL). Ovakav profil produkcije proteina reflektovao
se na specifi¢ne aktivnosti enzima. Najvecu specifi¢nu aktivnost imale su lakaze Alternaria sp. i to
14. dana kultivacije (1,31 U/mg), dok specifi¢ne aktivnosti Mn-oksidujuc¢ih peroksidaza svih
testiranih izolata tokom celog kultivacionog perioda nisu bile vec¢e od 1,0 U/mg.
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Znacajne razlike u kapacitetu redukcije ukupne suve mase pSeni¢ne slame nisu zabelezene kod
odabranih vrsta poSto je kod svih bio ~20%. Dobijeni rezultati su pokazali razli¢itu sposobnost
mikromiceta da depolimerizuju ovaj supstrat, kao i razlicit stepen selektivnosti razgradnje polimera.
Gotovo isti procenat razgradenog lignina zabelezen je kod A. niger BEOFB 341m i1 C. rosea
(~13,0%), dok se Alternaria sp. pokazala kao najslabiji degrader jer je gubitak lignina pSeni¢ne
slame iznosio svega 1,53%. Nasuprot tome, ova vrsta je bila izuzetno efikasna u uklanjanju
holoceluloze (38,15% hemiceluloze 1 29,77% celuloze). Minimum depolimerizacije celuloze
(22,81%) detektovan je nakon fermentacije pSeni¢ne slame sa C. rosea, dok je najmanji procenat
razgradene hemiceluloze uocen kod A. niger BEOFB 341m (Grafik 8). Testirane vrste su se
razlikovale po selektivnosti depolimerizacije pSenicne slame pa se indeks selektivnosti kretao od
0,05 kod Alternaria sp. do 0,6 kod C. rosea.
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Grafik 8. Kapacitet odabranih mikromiceta da razlazu pSeni¢nu slamu u uslovima Ccvrste
fermentacije

Nekoliko ranijih studija je saopstilo razliite profile ligninolitickih enzima kao 1
lignoceluloliti¢ke potencijale brojnih vrsta mikromiceta. Naime, Khelifi i dr. (2009) su zabelezili
znatno nize aktivnosti lakaza 1 MnP (~80 U/L odnosno ~10 U/L) nakon kultivacije Aspergillus
alliaceus u tecnom medijumu oboga¢enom piljevinom hrasta i pSenicnim mekinjama. Takode,
Fusarium moniliforme je pokazao znacajno manju sposobnost sin