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Determinacija biorazgradivih sistema autohtonih vrsta gljiva u cilju

procene mikoremedijacionih potencijala

Sazetak

Predmet istrazivanja doktorske disertacije su autohtone drvorazgradujuce vrste
gljiva koje pripadaju ekofizioloskoj grupi izazivaca bele trulezi. Istrazivanja su
obavljena sa dve ekoloski razliCite vrste gljiva, sa autohtonim sojevima jablanovace,
Cyclocybe aegerita Serl i bukovace, Pleurotus ostreatus Serl. U toku istraZivanja je
uradena analiza DNK ispitivanih sojeva koja je potvrdila njihov taksonomski status.

U istrazivanju su poredena dva autohtona soja gljiva izazivaca bele trulezi,
poreklom iz ravnicarskih Suma Srbije, u cilju procene njihovih mikoremedijacionih
potencijala. Pracena je produkcija i aktivnost ligninolitickih enzima (lakaze, mangan
peroksidaze i lignin peroksidaze), njihova sposobnost degradacije razli¢itih fenolnih
jedinjenja male molekulske mase i sposobnost brze razgradnje lignina in vitro u te¢nim
kulturama na razli¢itim supstratima - komponentama biljne biomase od razli¢itih
drvenastih vrsta i sintetickom dehidrogenovanom polimeru koniferil alkohola.

Dobijeni rezultati pokazuju da su obe istrazivane vrste produkovale
ligninoliticke enzime 1 efikasno razgradivale fenolna jedinjenja male molekulske mase,
ali registrovane su znacajne kvalitativne 1 kvantitativne razlike medu ispitivanim
sojevima, kao i u zavisnosti od supstrata. Zabelezena je statistiCki znacajno veca
aktivnost svih ligninoliti¢kih enzima, kao i efikasnija degradacija fenolnih jedinjenja
kod wvrste P. ostreatus. Kod ove vrste je registrovana i sposobnost rapidne
depolimerizacije lignina. P. ostreatus moze efikasno da razgraduje razliita aromati¢na
jedinjenja u kratkom vremenskom periodu, $to jasno ukazuje da ova vrsta ima veoma

visok mikoremedijacioni potencijal.

Kljuéne reci: Gljive izazivaci bele trulezi, Cyclocybe aegerita, Pleurotus ostreatus,
lignin, mikoremedijacija, lakaza, mangan peroksidaza, lignin peroksidaza.
Naucna oblast: Nauke o zastiti zivotne sredine

UZa naucna oblast: Primenjena ekologija



Determination of biodegradable systems of native fungi species with

the aim of evaluating mycoremediation potential

Abstract

The research subject of the doctoral dissertation are autochthonous wood-
decomposing fungi that belong to the ecophysiological group of white rot fungi. The
research was conducted with two ecologically different types of fungi, with indigenous
strains of poplar mushroom, Cyclocybe aegerita Serl and oyster mushroom, Pleurotus
ostreatus Serl. In the course of the research, a DNA analysis of the examined strains
was performed, which confirmed their taxonomic status. In the research, two
autochthonous strains of fungi causing white rot, originating from lowland forests of
Serbia, were compared in order to evaluate their mycoremediation potential. The
production and activity of ligninolytic enzymes (laccase, manganese peroxidase and
lignin peroxidase) were monitored as well as their ability to degrade various phenolic
compounds of low molecular weight and their ability to rapidly degrade lignin in vitro
in liquid cultures on different substrates — components of plant biomass from different
woody species and synthetic dehydrogenative polymer of coniferyl alcohol.

The obtained results have shown that both researched species produced
ligninolytic enzymes and efficiently degraded phenolic compounds of low molecular
weight, but significant qualitative and quantitative differences were recorded between
the investigated strains, depending on the substrate. Statistically, a significantly higher
activity of all ligninolytic enzymes was recorded, including a more efficient degradation
of phenolic compounds in the P. ostreatus species. The ability of rapid
depolymerization of lignin has also been recorded in this species. P. ostreatus can
effectively degrade various aromatic compounds in a short period of time, which clearly

indicates that this species has a very high mycoremediation potential.

Key words: White rot fungi, Cyclocybe aegerita, Pleurotus ostreatus, lignin,
mycoremediation, laccase, manganese peroxidase, lignin peroxidase.
Scientific field: Environmental Sciences

Scientific subfield: Applied ecology
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1. UVODNA RAZMATRANJA

Industrijska revolucija je jedan od najznacajnijih dogadaja u istoriji ljudske vrste
1 prekretnica koja je promenila gotovo sve aspekte zivota ljudi. Industrijski i tehnoloski
razvoj, pracen agrarnom revolucijom i velikim napretkom nauke podstakli su snazan
ekonomski razvoj koji je uslovio znacajno povecanje brojnosti stanovnistva i
unapredenje sveukupnog zivotnog standarda ljudi. Medutim, ovaj razvoj ljudske
civilizacije uslovio je i pojavu novih vrsta pritisaka na Zivotnu sredinu. Zagadenje
zivotne sredine, prekomerna eksploatacija resursa, klimatske promene i globalna
ugrozenost biodiverziteta samo su neke od najizrazitijih manifestacija ovih pritisaka na
zivotnu sredinu.

Procenjuje se da se godisnje u svetu proizvede najmanje 30 miliona tona
industrijskih hemikalija (Cribb, 2017), $to je samo mali deo ukupne godi$nje emisije
svih hemikalija u Zivotnu sredinu koja se procenjuje na oko 220 milijardi tona (Naidu i
sar., 2021). Za mnoge od ovih hemikalija postoje jasni i nedvosmisleni dokazi da imaju
Stetan, toksic¢an, kancerogeni ili mutageni efekat. Za veliki broj hemikalija koje se
akumuliraju u Zivotnoj sredini nije poznato kakav efekat imaju na Zivi svet ili ljudsko
zdravlje, dok se za neke otkrije da imaju negativne efekte, tek nakon vise godina ili
decenija akumuliranja u Zivotnoj sredini.

Problem zagadivanja Zivotne sredine uzrokovan antropogenim aktivnostima u
proslosti nije bio jasno prepoznat, verovalo se da priroda ima neograni¢enu sposobnost
samopreciS¢avanja 1 da su prirodni resusrsi neogranic¢eni. Medutim, zagadivanje vode,
vazduha 1 zemljiSta se odvijaju 1 danas 1 treba ih shvatiti kao kontinuiran proces koji se
donekle kvalitativno 1 kvantitativno menjao kroz istoriju. Netaknuta priroda viSe ne
postoji jer u svakom ekosistemu na planeti se mogu detektovati polutanti emitovani iz
razli¢itih industrijskih aktivnosti i jasno je da destruktivni antropogeni uticaj ima
globalni karakter. Danas je, viSe nego ikada, sasvim jasno da odrZavanje postojeceg i
dalje unapredivanje Zivotnog standarda ljudi nije moguce bez ocuvanja Zivotne sredine.

Industrija je svakako najvazniji zagadivac celokupne Zivotne sredine. U vremenu
sa pocetka industrijalizacije postojale su samo manje fabrike koje su zagadivale zivotnu
sredinu jedino dimom koji se oslobadao u procesima sagorevanja. Medutim, kasnije,

kako se razvijala industrija, tako je 1 pritisak na Zivotnu sredinu bio sve veci.



Industrijsko zagadivanje zemljista je viSestruko. U toku industrijske proizvodnje obicno
nastaje velika koli¢ina intermedijernih jedinjenja i nusproizvoda i otpada, koji se
deponuje u zivotnoj sredini. Smatra se da se samo u farmaceutskoj industriji
svakodnevno sintetiSe nekoliko stotina novih hemijskih jedinjenja, o ¢ijim efektima na
zivotnu sredinu i ljudsko zdravlje se ne zna gotovo nista (Eckerman, 2001). Od oko
22.000 prepoznatih razli¢itih organskih i neorganskih polutanata oko 6.000 je
komercijalno dostupno, a manje od 200 ovih jedinjenja je obuhvaceno nekim vidom
regulative od strane Svetske zdravstvene organizacije ili Agencije za zaStitu Zivotne
sredine Sjedinjenih Drzava (Daughton, 2004). Negativan uticaj industrije na Zivotnu
sredinu se ne moze ukloniti, ali se moze smanjiti uvodenjem zelenih tehnologija,
smanjenjem upotrebe fosilnih goriva i prelaskom na alternativne izvore energije, kao $to
su energija vetra, sunceva energija, geotermalna energija i uopste, postovanjem principa
odrzivog razvoja. Zagadujuée materije su u odnosu na hemijsku strukturu izuzetno
raznovrsne, pa i njihov Stetni efekat u zemljistu i uopste u zivotnoj sredini, moze biti od
manjeg ili veéeg znaCaja. Dok su neke od ovih materija prisutne samo lokalno i
kratkotrajno, druge predstavljaju globalni problem. Zagaduju¢e materije koje su
prisutne u zemljiStu Sirom sveta, pa predstavljaju globalni problem, odlikuju se velikim
kapacitetom rasprostiranja, perzistentne su i toksi¢ne (Mingelgrin i Nasser, 2006).

Veliki kapacitet rasprostiranja je karakteristi¢an za zagadujuce materije koje su
rastvorljive u vodi, §to omogucuje njihovu migraciju vodotokovima, kao i za one koje
su ¢vrsto vezane za Cestice zemljista, koje lako moze da raznosi vetar (Mingelgrin i
Nasser, 2006). Perzistentnost zagadujucéih materija pre svega zavisi od njihove hemijske
prirode 1 sposobnosti zemljiSnith mikroorganizama da ih razloZze. Toksi¢nost
podrazumeva sposobnost supstanci da indukuju razliite poremecaje u normalnim
zivotnim funkcijama, inhibiraju ili potpuno sprecavaju rast i reprodukciju ili funkciju
pojedinih organa. Vecina vestaCki sintetisanih supstanci se odlikuje znatno vecom
toksi¢no$¢u u odnosu na supstance koje postoje u prirodi. Izuzetak su jedino neki
glikozidi, alkaloidi, fenolna i druga jedinjenja proizvedena od strane biljaka, gljiva ili
mikroorganizama. Medutim, koncentracije ovih materija u prirodi su daleko manje od
toksi¢nih materija antropogenog porekla (Kvesitadze i sar., 2006).

Najzastupljenije zagadujuce materije u zemljiStu se grubo mogu podeliti na tri

osnovne grupe. To su teski metali, aromati¢ni ugljovodonici i organohlorna jedinjenja.



Aromati¢ni ugljovodonici su vrlo raznovrsna grupa jedinjenja, koja obi¢no imaju
kancerogena svojstva, $to dovoljno naglasava njihov znacaj kao zagadujuéih materija u
zivotnoj sredini. Najznacajnija jedinjenja ove grupe su benzen i njegovi derivati i1
policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici. Benzen 1 njegovi derivati imaju Siroku primenu
jer se koriste u proizvodnji boja, lepkova, gume, pesticida, lekova, deterdzenata 1 sli¢no.
Glavni izvor benzena su fosilna goriva i u zivotnu sredinu dospeva iz petrohemijske
industrije prilikom prerade nafte ili nepotpunim sagorevanjem fosilnih goriva. Benzen i
njegovi derivati su izuzetno toksicni 1 kancerogeni i izazivaju leukemiju i druge oblike
kancera. Vezuju¢i se za makromolekule, narusavaju njihovu strukturu i funkciju i
negativno uti¢u na vecinu organa. Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (PAH) nastaju
najceS¢e usled nepotpunog sagorevanja razlicitih vrsta goriva. To su u vodi
nerastvorljiva i izuzetno perzistentna jedinjenja sa velikim potencijalom akumulacije u
zivotnoj sredini. Mnoga od ovih jedinjenja imaju kancerogena svojstva (Brandt i
Einhenkel-Arle, 2016).

Organohlorna jedinjenja su vrlo raznovrsna organska jedinjenja koja u svojoj
strukturi sadrZze hlor, a najznacajniji su organohlorni pesticidi, hlorovani alifaticni
ugljovodonici, hlorovani aromati¢ni ugljovodonici, medu kojima su najznacajniji
dioksini 1 hlorovana fenolna jedinjenja medu kojima su najznacajniji polihlorovani
bifenili (Mingelgrin i Nasser, 2006). Organohlorni pesticidi su vrlo intenzivno bili
primenjivani u poljoprivredi i za kontrolu malarije, a danas je njihova upotreba u vecem
delu sveta zabranjena zbog izuzetne toksicnosti i1 perzistentnosti. Verovatno najpoznatiji
pesticid iz ove grupe jedinjenja zbog svojih izuzetno Stetnih efekata je dihlor-difenil-
trihloretan (DDT). Hlorovani alifati¢ni ugljovodonici se obi¢no upotrebljavaju kao
rastvaraCi ili kao reagensi za sintezu razliCitih organskih jedinjenja. Svakako
najznacajnije jedinjenje ove grupe je trihloretilen. Smatra se da 90% od ukupne
proizvedene koli¢ine ovog jedinjenja zavr$i u prirodi, a radi se o relativno
perzistentnom molekulu, koji ispoljava hepatotoksi¢ni efekat (Kvesitadze i sar., 2006).
Dioksini su jedinjenja koja naj¢eSc¢e nastaju kao sporedni produkti prilikom proizvodnje
organohlornih pesticida i drugih organohlornih jedinjenja, u industriji papira prilikom
razgradnje lignina i prilikom sagorevanja goriva u motornim vozilima. To su izuzetno
toksi¢na i stabilna jedinjenja u prirodi. Dioksini su kancerogena jedinjenja koja

indukuju pojavu kancera, narusavaju funkcije endokrinog sistema, izazivaju poremecaje



seksualnog razvica, izazivaju imunodeficijenciju i promene na kozi (Kvesitadze i sar.,
2006). Polihlorovani bifenili (PCB) su jedinjenja koja su nasla Siroku primenu zbog
otpornosti na visoke temperature. Koriste se za elektroizolaciju, kao ulja za
podmazivanje motora, kao rashladne te¢nosti i sli¢no. Usled Siroke primene i velike
perzistentnosti mogu biti prisutni u znac¢ajnim koncentracijama u zemljistu. Poznato je
svega nekolko mikroorganizama koji mogu u potpunosti da razgrade poliflorovane
bifenile. Lako ulaze u lance ishrane i izuzetno su toksi¢ni. Po toksi¢nim efektima
polihlorovani bifenili su sli¢ni dioksinima.

Kada je re¢ o zastiti i oCuvanju zivotne sredine, osnovni imperativ bio bi
zaustavljanje dalje emisije zagadujuc¢ih materija iz svih antropogenih izvora, kao i
sanacija postojeeg zagadenja. Pod remedijacijom zagadenog zemljiSta se
podrazumevaju sve one mere koje treba preduzeti sa ciljem da se spreci dalje Sirenje
zagadenja, da se snize koncentracije prisutnih zagadujuéih materija do nivoa koji su
bezbedni za zivotnu sredinu i ljudsko zdravlje i1 podigne kvalitet zemljista, kako bi se
ono ponovo moglo bezbedno koristiti. U te svrhe razvijen je veliki broj metoda koje se
grubo mogu podeliti u dve grupe u zavisnosti od mesta na kom se tretira zagadeno
zemljiste.

Remedijacija ex situ podrazumeva iskopavanje zemljista koje se transportuje do
mesta na kom ¢e se zemljiSte na odredeni nalin tretirati. U zavisnosti od vrste
polutanata prisutnih u zemljistu, otpadne materije se dalje mogu tretirati na razlicite
nacine, pa se, na primer, moze vrsiti njihovo ispiranje, ukoliko su polutanti rastvorljivi u
vodi, ili sagorevati na visokim temperaturama, podvrgavati UV oksidaciji, ili se tretira
nekim drugim konvencionalnim metodama (Vidali, 2001). Bez obzira na dalji tretman
zemljiSta, remedijacija ex Situ je uvek veoma skupa i komplikovana, samim tim $to
podrazumeva iskopavanje i transport velikih koli¢ina zemlje, $to nosi dodatne rizike
kontaminacije zivotne sredine. Za takav otpad neophodno je obezbediti i odgovarajuci
prostor za deponovanje, Sto nije uvek jednostavno, a Cest problem pri pronalasku
adekvatnog prostora je i otpor javnosti. Za tretman deponovanog otpada potreban je
odredeni vremenski period, a ponekad se i ne tretira odmah po deponovanju, Sto zahteva
redovan monitoring i nosi dodatne rizike kontaminacije.

S obzirom 1 na povrSine koje danas zauzima zagadeno zemljiSte Sirom sveta,

ovaj vid remedijacije je apsolutno nedovoljan. Remedijacija ex situ zato predstavlja



reSenje jedino u slucaju nekih izuzetno toksi¢nih supstanci prisutnih u visokim
koncentracijama u zemljistu i obi¢no se primenjuje onda kada je nemoguce primeniti
neku od in situ metoda.

Remedijacija in situ podrazumeva Sanaciju zemljiSta na licu mesta, bez
iskopavanja i prenoSenja zagadenog zemljista na drugu lokaciju i to je najveca prednost
ovakvog pristupa jer se na taj nain smanjuje rizik od Sirenja zagadenja u zivotnoj
sredini i ugroZzavanja zdravlja radnika uklju¢enih u sanaciju i drugih ljudi. Iskopavanje i
transport zagadenog zemljiSta imaju znacajan udeo u ukupnoj ceni procesa remedijacije,
pa je in situ pristup ekonomski prihvatljivija opcija. In situ pristup je jedina opcija u
slu¢ajevima remedijacije velikih povrsina zemljista i kada se zagadujuce materije nalaze
na velikim dubinama, u ovim slucajevima iskopavanje zagadenog zemljiSta nije
moguce. Razvijene su brojne i veoma raznovrsne metode koje se primenjuju pri in situ
remedijaciji. Neke od najcesce koriséenih su ventiliranje i ispiranje zemljista, hemijska
ekstrakcija, termalna desorpcija, hemijska oksidacija, elektroreklamacija i druge
(Kuppusamy i sar., 2016).

Idealan scenario remedijacije zagadenog zemljiSta bi podrazumevao potpunu
razgradnju i neutralizaciju zagadujuéih materija na licu mesta, odnosno in situ i to je u
nekim slucajevima, zavisno od prirode 1 koncentracije prisutnih polutanata, moguce
ostvariti primenom razli¢itih fizi¢kih ili hemijskih metoda remedijacije. lako mogu biti
visoko efikasne, primena ovih konvencionalnih metoda ima i negativne aspekte koji su
prouzrokovani cesto njihovom tehnoloskom kompleksno$¢u i relativno visokom
ekonomskom cenom implementacije.

Prirodni ekosistemi imaju sposobnost samopreciS¢avanja, koja pociva na
sposobnosti  zivih organizama da svojim metabolickim aktivnostima ekstrahuju,
akumuliraju ili razgraduju razliCite zagadujuée materije. Razumevanje ovih
mehanizama u cilju unapredenja njihove efikasnosti predstavlja osnovu za primenu
ekoremedijacije. Ekoremedijacija se moze definisati kao proces bioloske degradacije
zagaduju¢ih materija u zivotnoj sredini pod kontrolisanim uslovima do bezbednog
nivoa, ili ispod grani¢nog nivoa njihovih vrednosti koncentracija koji je definisan
odgovaraju¢om regulativom (Mueller i sar., 1996). Ekoremedijacija nije nova
biotehnologija, istorija primene ekoremedijacionih metoda u zbrinjavanju razlicitog

otpada je duza od jednog veka, ali se tek poslednjih nekoliko decenija vr$e intenzivna



istrazivanja koja za cilj imaju definisanje jasnih protokola za efikasnu primenu
ekoremedijacionih tehnologija u praksi.

Ekoremedijacija je zelena, ekoloski prihvatljiva biotehnologija koja Kkoristi
biljke, gljive, bakterije i druge mikroorganizme u sanaciji zagadenja. Za realizaciju
ekoremedijacionih projekata najées$¢e nije neophodna komplikovana i skupa oprema,
koriSéenje agresivnih hemikalija ili obezbedenje izvora energije. Energija potrebna za
sve fizioloske procese, pa i za razgradnju polutanata od strane zivih organizama potice
od Sunca i nutrijenata prisutnih na zagadenom stanistu. Ekoremedijacija je tehnologija
koju je relativno lako primeniti i njena primena ne dovodi do gomilanja dodatnog
otpada u zivotnoj sredini. Primena ove tehnologije je vrlo Siroka i moze se primeniti u
slucaju prisustva veoma razli¢itih organskih i neorganskih polutanata u zemljistu, kao
Sto su razli¢iti teski metali, pesticidi, naftni derivati, hlorovani rastvaraci, fenolna
jedinjenja, PAHovi, derivati benzena. Jednostavna primena i energetska nezavisnost
uslovljavaju i nisku cenu implementacije ove tehnologije (Aleksi¢ i sar., 2015).

Velika prednost ekoremedijacije je $to se najceS¢e implementira in situ ¢ime se
eliminiSe Citav niz potencijalnih negativnih uticaja na zivotnu sredinu povezanih sa
iskopavanjem, transportom i odlaganjem zagadenog zemljiSta, ali se moze izvoditi i ex
situ. Karakteristicna je velika raznovrsnost metoda primene ekoremedijacionih
tehnologija Sto obezbeduje znac¢ajne moguénosti njihovog prilagodavanja i definisanje
pristupa koji je najadekvatniji za resavanje svakog pojedinacnog slucaja zagadenja koje
treba sanirati.

U literaturi se termin ekoremedijacija Cesto izjednacava sa terminom
bioremedijacija, a koji je, opet u drugim literaturnim izvorima, ograni¢en samo na
upotrebu bakterija i drugih mikroorganizama u procesima remedijacije. Koncept
ekoremedijacije podrazumeva ekosistemski pristup koji se bazira na zastiti i restauraciji
zivotne sredine 1 taj akcenat na nivou ekosistema je ono po ¢emu se ekoremedijacija
razlikuje od bioremedijacije (Vovk Korze, 2014). Terminom fitoremedijacija je
oznacena upotreba biljaka, a pod terminom mikoremedijacija se podrazumeva upotreba
micelija gljiva u procesima remedijacije.

Bioremedijacija se moZe definisati kao proces u kom se pomocu
mikroorganizama uklanjaju zagadujuc¢e materije iz zemljista (Leung, 2004). Osnivac¢em

savremene bioremedijacije se smatra Dzordz Robinson koji je 60-ih godina proslog



veka eksperimentisao sa bakterijama koje mogu da razgraduju ugljovodonike iz nafte.
Tek 1972. godine su ovi mikroorganizmi prvi put primenjeni u praksi za remedijaciju
zemljista zagadenog izlivanjem naftovoda u Ambleru u Pensilvaniji, Sto predstavlja prvi
zvani¢ni komercijalni primer primene in situ bioremedijacije (Sonawdekar, 2012). Od
tada do danas su Sirom sveta uspe$no realizovani brojni bioremedijacioni projekti.

Za uspesnu realizaciju procesa bioremedijacije mogu biti dovoljni
mikroorganizmi koji su ve¢ prisutni u zagadenom zemljistu. Opravdano je pretpostaviti
da su ovi mikroorganizmi ve¢ adaptirati na prisustvo polutanata i da medu njima ima i
onih sa odgovaraju¢im metabolickim kapacitetima koji ih mogu razgradivati. Medutim,
bioremedijacija moze biti limitirana brojnim faktorima kao Sto su pH, temperatura,
vlaznost, koli¢ina kiseonika i nutrijenata, i slicno. Modifikacijom ovih faktora, odnosno
biostimulacijom, obezbeduje se znacajno poboljSanje uslova za razvoj mikroorganizama
i time povecava efikasnost bioremedijacije (Adams i sar., 2015). Ovakav vid
bioremedijacije se oslanja na autohtone mikroorganizme i izvodi se in situ kada se radi
o zemljiStima koja su zagadena umerenim ili manjim koncentarcijama zagadujucih
materija.

Bioaugmentacija je tip bioremedijacije koji karakteriSe unoSenje specificnih
alohtonih mikroorganizama u sredinu zagadenu visokim koncentracijama zagadujuéih
materija (Cassidy, 2023). To su mikroorganizmi koji su posebno selektovani na osnovu
dokazane sposobnosti razgradnje odgovarajuc¢eg polutanta Cije je prisustvo utvrdeno u
zagadenom zemljiStu. Ovaj vid bioremedijacije se moze izvodi i in situ i X Situ.

Biotehnologija kojom se pomoc¢u biljaka vrSi remedijacija zemljiSta
kontaminiranog organskim ili neorganskim zagaduju¢im materijama oznacava Se
terminom fitoremedijacija, koji je Raskin skovao 1991. godine (Raskin i sar., 1994).
Identifikovan je veliki broj vrsta biljaka koje su izuzetno tolerantne na prisustvo
zagadujuc¢ih materija u zemljiStu Cije koncentracije znaCajno prevazilaze definisane
grani¢ne vrednosti koje se smatraju bezbednim (Cunningham i Ow, 1996). U zavisnosti
od fizioloskih mehanizama biljaka na kojima je baziran proces remedijacije zagadenog
zemljista, moze se izdvojiti nekoliko razli€itih fitotehnologija.

Fitodegradacija i fitotransformacija su fitotehnologije u kojima biljke putem
korena usvajaju organske zagaduju¢e materije. U tkivima biljaka dolazi do potpune

razgradnje ili transformacije zagadujuc¢ih materija do manje toksi¢nih jedinjenja. Ovi



krajnji produkti transformacije se potom akumuliraju u celijskim vakuolama ili se
ugraduju u Celijske zidove (McCutcheon i Schnoor, 2003).

Rizosferna degradacija je fitotehnologija u kojoj dolazi do razgradnje organskih
zagadujucih materija u zoni korena, odnosno rizosfere. Biljke ne akumuliraju polutante,
ve¢ pospesuju razvoj mikroorganizama i gljiva u oblasti rizosfere izluc¢evinama korena
koje sadrze razlicite organske biomolekule (Schnoor, 2000). Razgradnja polutanata u
ovom slucaju se odvija zahvaljujuéi aktivnosti mikroorganizama i gljiva.

Fitovolatilizacija podrazumeva upotrebu biljaka pri remedijaciji zemljista
zagadenog isparljivim zagadujuéim organskim materijama (Limmer i Burken, 2016).
Gasoviti polutanti iz zemljiSta se usvajaju putem korena, transportuju kroz biljku i
transpiracijom oslobadaju u atmosferu u nepromenjenom ili izmenjenom obliku.
Oslobodeni isparljivi kontaminanti bivaju razblazeni u atmosferi gde naj¢e$¢e naknadno
dolazi do njihove fotohemijske degradacije. Kao rezultat aktivnosti biljaka i
mikroorganizama i neki neorganski polutanti koji sadrze zivu, arsen ili selen se mogu
prevesti u isparljiva jedinjenja koja se mogu ukloniti iz zemljista fitovolatilizacijom
(Limmer i Burken, 2016).

Uspesnost primene ekoremedijacije zavisi od velikog broja faktora. Pre svega
neophodna je dobra proucenost bioloskih odlika svake pojedinacne vrste koja ¢e se
koristiti u procesu, poznavanje klimatskih uslova koji vladaju na povrSini zagadenog
zemljista koje ¢e se tretirati, a8 posebno poznavanje stepena zagadenja i vrsta polutanata
prisutnih u tom zemljistu (Admassu i Korus, 1996). Ako se tome doda da i sami zivi
organizmi koji se koriste u ekoremedijaciji moraju imati neophodne preduslove za zivot,
jasno je da njena primena ima brojna ograni¢enja. Primena ekoremedijacije je
nemogu¢a u slucajevima kada je zemljiSte zagadeno visokim koncentracijama
polutanata, posebno ako se radi o0 supstancama koje su izuzetno toksi¢ne. Takode, u
slucajevima kada su polutanti ¢vrsto vezani za glinu ili druge komponente zeml;jista,
efekat ekoremedijacije je veoma ograni¢en. Toksi¢nost i dostupnost razli¢itih polutanata
nisu uvek poznate, a to se posebno odnosi na njihove intermedijere koji nastaju pod
uticajem aktivnosti organizama. Usled ekoremedijacije moze do¢i do povecanja
pokretljivosti nekih polutanata, pa usled toga moze do¢i do zagadivanja podzemnih
voda, ili emisije polutanata u atmosferu. U slucajevima kada se koriste biljke koje

akumuliraju polutante u svojim tkivima postoji rizik ulaska tih polutanata u lance



ishrane ukoliko te biljke budu konzumirane od strane Zzivotinja ili ¢oveka. Poseban
problem predstavljaju pokosSeni ostaci biljaka koje se koriste u fitoekstrakciji, jer
predstavljaju opasan otpad. Nedostatak fitoremedijacije je i to $to je ograni¢ena samo na
relativno plitku zonu zemljista koje je u zoni korenova (McCutcheon i Schnoor, 2003).

Efikasnost procesa ekoremedijacije zavisi i od klimatskih faktora. Tako u
tropskim i suptropskim predelima biljke i mikroorganizmi su aktivni u toku cele godine.
Medutim, sa porastom geografske Sirine njihova aktivnost varira u toku godine, $to je
uslovljeno pojavom hladnijeg zimskog perioda. Samim tim i efikasnost fitoremedijacije
u ovim oblastima ima sezonski karakter.

Kona¢no, nedostatak ekoremedijacije je i neophodnost dugog vremenskog
perioda. Za ekoremedijaciju zagadenog zemljista je Cesto potrebno nekoliko godina.

| pored svih svojih ogranicenja, ekoremedijacija ima izuzetno Siroku primenu,
pre svega zbog mogucnosti izbora velikog broja vrsta zivih organizama koji mogu da
detoksifikuju izuzetno $iroku lepezu polutanata. Ona se moze primeniti i u kombinaciji
sa drugim metodama za remedijaciju zemljista, a mogucnosti primene ekoremedijacije
se konstantno proSiruju uporedo sa napredkom istrazivanja novih vrsta, kao i
istrazivanja njihovih metabolickih mehanizama manipulacije polutantima. Ova
intenzivna istrazivanja su podstaknuta 1 porastom druStvene svesti o Stetnim
posledicama prisustva zagadujucih materija u zivotnoj sredini i ¢injenicom da se stalno
donose sve striktniji propisi koji se odnose na o€uvanje zivotne sredine. Posledi¢no,
javlja se pritisak neophodnosti da se problemi u vezi zagadenja zZivotne sredine moraju
reSavati, a oni su brojni i zahtevaju ulaganje znac¢ajnih finansijskih sredstava, koja su u
slucaju primene ekoremedijacionih tehnologija ipak znacajno manja u odnosu na druge
konvencionalne metode. Ostvaren je znacajan napredak u istrazivanjima i definisanju
protokola za prakti¢nu primenu u oblastima bioremedijacije i1 fitoremedijacije, dok je
napredak u oblasti mikoremedijacije znatno skromniji, ali su poslednjih decenija
primenjena mikoloska istrazivanja gljiva u fokusu naucénoistrazivackih organizacija
Sirom sveta. Imajuéi u vidu ekoloSku ulogu gljiva kao razlagaca organske materije U
prirodnim ekosistemima i njihov raznovrstan enzimatski aparat, mikoremedijacija
deluje kao obec¢avajuca biotehnologija, posebno kada je u pitanju reSavanje problema

zagadenja polutantima koje drugi organizmi ne mogu da razgrade.



2. MIKOREMEDIJACIJA — PREGLED ISTRAZIVANJA I
PRIMENA U PRAKSI

Gljive su eukariotski jednocelijski ili viSecelijski heterotrofni organizmi koji
imaju celijske zidove izgradene od hitina i klasifikovani su u okviru posebnog carstva.
To su najceS¢e organizmi mikroskopskih dimenzija, a i kada su ve¢ih dimenzija,
njihovo telo — micelija, izgradena je od filamentoznih i veoma tankih ¢elija — hifa koje
ili obrastaju ili prozimaju supstrat u kom se razvijaju. Cesto su sporokarpi, strukture
koje se obrazuju u cilju reprodukcije, jedini delovi koji se mogu uoditi, dok je
vegetativna micelija skrivena u supstratu (Marinovié¢, 1973). Ovakav kripti¢an nacin
Zivota u zancajnoj meri oteZava proucavanje ovih organizama u prirodi. ldentifikacija
vrsta nije moguca na osnovu vegetativnih karakteristika tela, pa grada i karakteristike
sporokarpa imaju najveéi taksonomski znacaj (Harley, 1971). Poslednjih decenija
primena molekularnihn metoda i sekvenciranje DNK predstavljaju mocne alate za
identifikaciju vrsta 1 dali su izuzetan doprinos razreSenju taksonomskog statusa velikog
broja vrsta i visih taksonomskih grupa i sveukupnom razumevanju biodiverziteta i
evolucije gljiva (Hibbett i sar., 2007).

Gljive su izuzetno slabo proucena grupa organizama. Ukupan broj do danas
opisanih vrsta gljiva se procenjuje na 80.000 do oko 120.000 (Webster i Weber, 2007).
Species Fungorum trenutno prepoznaje preko 155.000 vrsta (Species Fungorum, 2023).
Prema najkonzervativnijim procenama postoji najmanje 1,5 miliona vrsta, dok
Hawksworth i Liicking (2017) procenjuju biodiverzitet gljiva na 2,2 do 3,8 miliona
vrsta, iz ¢ega sledi da broj do danas opisanih vrsta gljiva ¢ini svega 3 do 8% od ukupnog
broja vrsta prisutnih u ekosistemima na planeti.

Carstvo gljiva predstavlja jednu od najraznovrsnijih grupa organizama koji su
Siroko rasprostranjeni u svim terestri¢nim ekosistemima u kojima imaju izuzetno veliki
znacaj. Postoji znacajan broj parazitskih i patogenih vrsta koje se razvijaju na biljakama,
zivotinjama ili drugim gljivama, od kojih neke pri¢injavaju velike ekonomske Stete na
usevima gajenih biljaka i prouzrokujuci bolesti gajenih zivotinja. Neke vrste su
izazivaci bolesti Coveka. Veliki ekonomski znacaj imaju i jestive vrste gljiva, a posebno

lekovite vrste koje produkuju antibiotike i druge bioloski aktivne supstance.
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Izuzetno veliki znacaj za odrzavanje ekosistema imaju gljive koje stupaju u
simbiotske odnose sa biljkama grade¢i mikorize. Procenjuje se da oko 90% vrsta biljaka
stupa u ovakve simbiotske odnose i da bez gljiva ne bi mogle da opstanu samostalno
(Bonfante, 2003). U simbiozi sa algama i cijanobakterijama grade liSajeve koji imaju
znacajnu ulogu u kolonizaciji stena i drugih nenastanjenih stanista gde kao pionirske
vrste obrazuju tanak sloj mineralnog supstrata kao osnovu za nastanak zemljista.

Najznacajnija uloga slobodnozivecih vrsta gljiva u teresticnim, a u nesto manjoj
meri 1 u akvati¢nim ekosistemima, je uloga razlagaca organske materije, Sto predstavlja
Klju¢nu kariku u procesima kruZenja materije u biogeohemijskim ciklusima, pre svega
ugljenika, azota, fosfora, sumpora i nekih metala. Pored bakterija, gljive su klju¢ni
razlaga¢i biomase, ali imaju i izuzetno veliki znacaj u prometu i transformaciji
neorganskih jedinjenja. Imaju izuzetno veliki znacaj u formiranju i odrZzavanju strukture
zemljista, kao 1 u redistribuciji razli¢itih elemenata i minerala putem micelijske mreze
(Gadd, 2007). Kao razlagaCi organske materije, slobodnoZiveCe saprofitske i
simbiontske gljive predstavljaju zna¢ajne karike u lancima ishrane.

Gljive su heterotrofni organizmi koji se hrane saprofitski. Razgradnja organske
materije pociva na sintezi izuzetno raznovrsnih ekstracelularnih enzima koji
predstavljaju osnovu biorazgradivih sistema gljiva. Ovi enzimi u spoljasnjoj sredini
katalizuju reakcije razgradnje organskih molekula do prostih organskih molekula koje
gljive apsorbuju kao nutrijente putem povrsine micelije u rastvorenom obliku. Kontrola
enzimatske aktivnosti je znatno manja u slucaju ekstracelularnih enzima u poredenju sa
enzimima koji imaju intracelularnu aktivnost, pa se cesto deSava da produkcija
nutrijenata bude znatno veca nego S§to su potrebe gljive (Harley, 1971). Ovaj viSak
nutrijenata Cesto stimuliSe razvoj drugih mikroorganizama, kao §to su bakterije.
Produkcijom ekstracelularnih enzima gljive aktivno menjaju uslove sredine.

Postoji izuzetno velika varijabilnost ekstracelularnih enzima koje produkuju
gljive i u skladu sa tim moguénosti razgradnje izuzetno raznovrsnih molekula. Osim u
razgradnji polimera i organskih molekula prisutnih u prirodnim ekosistemima, ovi
enzimi efikasno razgraduju i brojne materijale i molekule antropogenog porekla. Dobro
je poznato da materijali poput gradeviskog materijala od drveta, papir, koza, tekstil, ali 1
plastika, beton, elektroinstalacioni materijali, vremenom propadaju usled prisustva

gljiva i aktivnosti njihovih enzima u procesu koji se oznacava kao mikodegradacija
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(Singh, 2006). Vrste roda Fusarium, Aspergillus niger i Mycelia sterilia razgraduju
beton izvlacenjem kalcijuma (Singh, 2006), dok vrste rodova Phoma i Alternaria
oste¢uju mermer (Diakumaku i sar., 1995). Mikodegradacija slika i drugih umetnickih
dela i literature u bibliotekama predstavlja globalni problem.

U dosadasnjim mnogobrojnim istrazivanjima je utvrdeno da ovi ekstracelularni
enzimi gljiva mogu veoma efikasno da katalizuju reakcije razgradnje raznovrsnih
organskih zagadujuc¢ih materija, ukljuujuci i neke izuzetno toksi¢ne i perzistentne kao
§to su policiklicni aromati¢ni ugljovodonici, razli¢iti derivati benzena, fenolna
jedinjenja, organohlorna jedinjenja, pesticidi, industrijske boje i sli¢no. Produkcija
efikasnih enzima od strane gljiva je njihova najvaznija karakteristika koja predstavlja
osnovu mikoremedijacije, biotehnologije koja ima za cilj uklanjanje zagadujuéih
materija iz medijuma zivotne sredine pomocu gljiva (Akhtar i Amin-ul Mannan, 2020;
Kulshreshtha i sar., 2014). Termin mikoremedijacija je osmislio Paul Stamets sa ciljem
da ukaze na upotrebu konkretno micelija gljiva u remedijaciji (Ramtek, 2010).

Osim produkcije efikasnih enzima, od znaaja za mikoremedijaciju su i druge
bioloske karakteristike gljiva. Gljive se odlikuju brzim rastom i velikom i brzom
produkcijom biomase micelija, koje mogu da rastu neograni¢eno, odnosno dokle god
postoje optimalni uslovi za rast. Usled brzog rasta i nacina na koji rastu prozimajuci
supstrat, relativno brzo mogu da kolonizuju zagadeni medijum. Micelije su veoma
razgranate, izgradene od velike mase filamentoznih hifa zbog ¢ega se odlikuju izuzetno
velikom povrSinom u odnosu na zapreminu. Velika povrSina tela sa kog se izlucuju
efikasni enzimi omogucuje i kontakt sa ve¢om povrSinom zagadenog medijuma. Sintezu
enzima kod bakterija najces¢e indukuje izlaganje bakterijskih celija odgovarajucoj
koncentraciji zagadujucih materija, dok u slucaju gljiva to nije neophodno i produkcija
njihovih enzima usled male specifi¢nosti prema supstratu ne zavisi od koncentracije
polutanata. Zbog toga se zagadujuce materije pomoc¢u bakterija mogu sniziti do veoma
niskih koncentracija, ali ne i ukloniti u potpunosti, a $to je Cesto moguce ostvariti
upotrebom gljiva, odnosno mikoremedijacijom (Adenipekun i Lawal, 2012). Vazno je
naglasiti i da gljive najcesée ne apsorbuju organske zagadujuce materije, ve¢ samo male
netoksi¢ne krajnje produkte njihove razgradnje, jer se njihova razgradnja ostvaruje u
spoljasnjoj sredini pomocu ekstracelularnih enzima. Na taj nacin spreCava se njihovo

akumuliranje u Zivim sistemima jer se oni iskljucuju iz lanaca ishrane. Medutim, u
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slu¢aju zagadenja uzrokovanog teSkim metalima, mogu¢ je njihov prenos kroz lance
ishrane, jer mnoge vrste gljiva imaju sposobnost apsorpcije i akumulacije teskih metala

u svojim tkivima.

2.1. Pregled dosadasnjih istraZzivanja

Prva istrazivanja u oblasti mikoremedijacije, kao i u slucaju bioremedijacije,
vrSena su sredinom XX veka. Medutim, za uspeSnu prakticnu primenu i realizaciju
konkretnih mikoremedijacionih projekata trebalo je da prode jos nekoliko decenija. Iako
su u laboratorijskim uslovima dobijani znaéajni rezultati, nedovoljno poznavanje
biologije gljiva i nerazumevanje uslova koje je trebalo ispuniti za njihov uspesan uzgoj i
rast predstavljali su prepreku za uspeSnu primenu ove biotehnologije u praksi. Fokus
istrazivanja i1 prakticne primene je bio na bioremedijaciji i fitoremedijaciji, dok su
malobrojni znacajniji rezultati pri prakti¢noj primeni mikoremedijacije ostvareni u toku
poslednjih dvadeset do trideset godina.

Sposobnost gljiva da razlazu fenolna i druga aromati¢na jedinjenja poreklom iz
drvne biomase je odavno poznata i opisana 60-ih godina proslog veka od strane Horst
Lira (Anderson i Juday, 2016). Ideju da enzimi ukljuéeni u razgradnju drvne biomase
mogu da razgraduju i brojne organske zagadujuce materije koje su samo delimi¢no
strukturno sli¢ne ligninu dao je 80-ih godina Bumpus (1985) koji je vrSio eksperimente
sa vrstom Phanerochaete chrysosporium. U svojim eksperimentalnim istrazivanjima
otkrio je da ova vrsta moze uspesno da razgraduje organohlorni pesticid DDT i druga
organohlorna jedinjenja. Phanerochaete chrysosporium je ubrzo postala model gljiva
mikoremedijacije, najpoznatija i najistrazivanija vrsta sa kojom je naknadno uradeno
nebrojeno mnogo eksperimentalnih ispitivanja njene sposobnosti razlaganja
najrazlic¢itijih polutanata.

Phanerochaete chrysosporium je vrsta koja vodi saprofitski nacin Zivota na
razli¢itom drvecu i pripada grupi gljiva izazivaca bele truleZi. S obzirom na rezultate do
kojih se doslo u istrazivanjima sa ovom vrstom ubrzo su u fokusu daljih istrazivanja bile
I druge vrste ove grupe gljiva. Prema procenama na osnovu publikovane literature,
istrazivanja gljiva izazivaca bele trulezi ¢ine oko 30% od ukupnih istrazivanja

obavljenih u oblasti mikoremedijacije (Singh, 2006).
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U taksonomskom smislu ogromna vecina vrsta gljiva koje su istrazivane u
oblasti mikoremedijacije pripada razdelu Basidiomycota, znatno je manji broj vrsta koje
su istrazivane 1 primenjivane u mikoremedijacionim projektima koje pripadaju
razdelima Ascomycota, Deuteromycota, Zygomycota i drugim grupama.

Osim gljiva izazivaca bele trulezi i vrste koje pripadaju drugim ekoloskim
grupama imaju mikoremedijacioni potencijal. U eksperimentalnim istrazivanjima u
kojima su ispitivane vrste koje pripadaju grupi gljiva izazivaca smede trulezi
Gloeophyllum striatum, Gloeophyllum trabeum, Fomitopsis pinicola i Daedalea
dickinsii dobijeni su rezultati koji pokazuju da ove vrste mogu da razgraduju razlicita
organohlorna jedinjenja (Purnomo i sar., 2008, Schlosser i sar., 2000). Biorazgradivi
sistemi ovih gljiva se bitno razlikuju od gljiva izazivaca bele trulezi jer produkuju
drugacdije enzime i njihova sposobnost degradacije zagaduju¢ih materija je bazirana na
aktivnosti enzima citohrom P450, a slican mehanizam degradacije i nekih drugih
zagadujucih materija koji ukljucuje aktivnost ovog enzima je zastupljen i kod mnogih
zemlji$nih mikrogljiva (Singh, 2006).

Pored gljiva koje razgraduju drvo za mikoremedijaciju su znacajne i zemljiSne
vrste gljiva. Vrste koje nastanjuju oblast rizosfere korenova biljaka, bilo da zive
samostalno ili u simbiozi sa biljkama, imaju znafajnu ulogu u razgradnji razlicitih
zagadujucih materija u procesu koji se oznacava kao rizosferna degradacija. Zagadeno
zemljiste karakteriSe drasti¢na redukcija biodiverziteta gljiva, kao i drugih organizama.
Medutim, retke vrste koje opstaju na takvom zemljiStu su vrste koje su tolerantne na
zagadenje 1 ¢esto imaju sposobnost koriS¢enja prisutnih zagadujuc¢ih materija za svoje
metabolicke potrebe, pa upravo medu njima treba traziti kandidate za koriS¢enje u
mikoremedijaciji. Vrste koje pripadaju rodovima Trichoderma, Fusarium, Penicillium,
Stachybotrys, Aspergillus, Cladosporium, Mortierella, Beauveria, Engyodontium su
pronadene na zagadenim zemljiStima koja su kontaminirana polihlorovanim bifenilima,
hlorobenzoevim kiselinama i pesticidom endosulfanom i na ¢ije prisustvo su tolerantne
pa se smatra da imaju veliki mikoremedijacioni potencijal (Anastasi i sar., 2013).

Jedan od problema kom je posvecena posebno velika paznja kada je re¢ o zastiti
Zivotne sredine jeste problem izlivanja nafte 1 naftnih derivata, 1 to kako zbog obima
ovog problema, tako i zbog uticaja koji ima na zivotnu sredinu, pa je reSavanje

posledica ovog vida zagadenja bilo i u fokusu brojnih mikoremedijacionih istrazivanja.
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Izlivanja nafte i njenih derivata su naj¢es¢e slucajni akcidenti koji se deSavaju u toku
proizvodnje, skladistenja, transporta ili koris¢enja. Nafta predstavlja heterogenu smesu
alifati¢nih, aromati¢nih i heterocikli¢nih ugljovodonika od koji je, u zavisnosti od
sastava, od 60 do 90% komponenti biorazgradivo (dos Santos i sar., 2018). Prilikom
izlivanja naftni ugljovodonici se vezuju za Cestice zemljiSta, vremenom se spiraju u
dublje slojeve i pri toj vertikalnoj migraciji menjaju hemijska, fizicka, bioloska svojstva
i sastav zemljista (dos Santos i sar., 2018).

Identifikovan je znacajan broj vrsta gljiva koje mogu da razgraduju naftne
ugljovodonike i da dobijene produkte koriste kao izvor ugljenika i energije. Neki od
rodova kojima pripadaju te vrste su Amorphoteca, Neosartorya, Talaromyces,
Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces, Sporobolomyces, Cephalosporium, Penicillium i
Graphium (Li i sar., 2020). U istrazivanju koje je sproveo Hassan (2014) Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus, Fusarium solani i Penicillum funiculosum su se uspesno
razvijale na zemljistu koje je sadrzalo 2% naftnih ugljovodonika ¢ijom razgradnjom su
oslobadale nutrijente za rast. U vecini sprovedenih studija koje se odnose na degradaciju
naftnih ugljovodonika pomocu gljiva, istrazivane su mikrogljive koje su u prirodi
izolovane upravo iz zemljiSta kontaminiranih naftom. NeSto manje su brojne studije u
kojima su istrazivane gljive izazivaci bele trulezi 1 druge bazidiomicete, ali su dobijeni
1zuzetno znacajni rezultati.

U istrazivanju koje su sproveli Yateem i sar., (1998) ispitivane su sposobnosti
degradacije naftnih ugljovodonika tri vrste gljiva izazivaca bele trulezi — Trametes
versicolor, Phanerochaete chrysosporium i Pleurotus ostreatus. Nakon 12 meseci
inkubacije na zemljistu koje je sadrzalo 31g/kg naftnih ugljovodonika Trametes
versicolor je vrsta koja je uspela da smanji koncentraciju ugljovodonika za 78,1%,
Phanerochaete chrysosporium za 68,7%, a Pleurotus ostreatus za 53,1%. U istrazivanju
koje su sproveli Zitte i sar., (2012) gljiva Pleurotus ostreatus je uspela da razgradi 85-
90% od ukupne koli¢ine naftnih ugljovodonika iz kontaminiranog supstrata za 4 nedelje
inkubacije.

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici ¢ine znacajan udeo aromati¢ne frakcije
ugljovodonika nafte, ali u zivotnu sredinu dospevaju i iz drugih izvora. Mnoga od ovih
jedinjenja su kancerogena i izuzetno toksi¢na. Ove polutante lako razgraduju mnoge

vrste bakterija, ali samo one sa malom molekulskom masom koji imaju u svojoj
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strukturi do 4 aromati¢na prstena, dok gljive mogu da razgraduju i policiklicne
aromati¢ne ugljovodonike vece molekulske mase sa do 7 spojenih prstenova (Lamar i
sar., 2002). Postoje brojna istrazivanja koja pokazuju da gljive izazivaéi bele trulezi
mogu svojom enzimatskom aktivnoS¢u da otvaraju aromaticne prstenove ovih
polutanata i da ih u potpunosti mineralizuju.

Najstarija ispitivanja moguénosti razgradnje ovih polutanata obavljena su krajem
80-ih godina sa vrstom Phanerochaete chrysosporium. U istrazivanju koje je sproveo
Bumpus (1989) ova vrsta je gajena u medijumu koji je sadrzao 50mg/l antracenskog
ulja. Dobijeni rezultati ukazuju da je ova vrsta u tom eksperimentu razgradivala 22
razli¢ita policiklicna aromati¢na ugljovodonika. Ovi nalazi su potvrdeni u brojnim
istrazivanjima koja su naknadno uradena. Veliki broj istrazivanja je uraden i sa vrstom
Pleurotus ostreatus (Marquez-Rocha i sar., 2000; Stamets, 2005). Sposobnosti
razgradnje ove vrste su Novotny i sar. (1999) procenjivali u odnosu na Phanerochaete
chrysosporium i Trametes versicolor koje su inkubirali na zemljis§tu kontaminiranom sa
antracenom, fenantrenom i pirenom u koncentraciji od 50ppm. P. ostreatus se pokazala
kao superiorna vrsta u odnosu na druge dve i nakon 2 meseca inkubacije razgradila 81-
87% antracena, 41-46% fenantrena i 84-93% pirena.

Vrsta roda Agrocybe je u laboratorijskom eksperimentalnom ispitivanju
razgradila preko 99% fluorena od polazne koncentracije od 100ppm nakon 6 dana
inkubacije i preko 75% fluorantena za 30 dana inkubacije (Chupungars i sar., 2009). U
prethodnim istraZivanjima je otkriveno da vrste ovog roda mogu da razgraduju i1 druge
policikliéne aromati¢ne ugljovodonike, kao S§to su antracen, fenantren, piren i
benzo(a)piren (Sack i sar., 1997; Steffen i sar., 2002). Ting i sar. (2011) su utvrdili da
Ganoderma lucidum razgraduje fenantren i piren. Prema istrazivanjima Majcherczyk i
sar. (1998) enzim lakaza vrste Trametes versicolor moze da oksiduje vecinu od 14
ispitivanih policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika. Sposobnost razgradnje ovih
jedinjenja je potvrdena i u brojnim drugim istrazivanjima ove vrste.

Dioksini spadaju medu najtoksi¢nija jedinjenja poznata nauci i odlikuju se
izuzetnom perzistentnoSéu u zivotnoj sredini. Mali je broj vrsta koje mogu da
razgraduju dioksine, a gljive su najefikasniji razlagaci ovih polutanata. Pored nekoliko
mikrogljiva, sposobnost razgradnje ovih toksi¢nih materija otkrivena je 1 kod nekoliko

vrsta gljiva izazivafa bele trulezi. Pleurotus pulmonarius je u istrazivanju koje su
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sproveli Kaewlaoyoong i sar., (2021) uspela da razgradi 60% dibenzo-p-dioksina i
dibenzofurana iz jako kontaminiranog zemljista uzetog iz kruga fabrike za proizvodnju
pentahlorfenola. Ista vrsta je u drugom istrazivanju razgradila 96% ovih jedinjenja
nakon 72 dana inkubacije (Kaewlaoyoong i sar., 2020). Sposobnost razgradnje razli¢itih
polihlorovanih dibenzo-p-dioksina utvrdena je kod vrste Phlebia lindtneri (Kamei i
Kondo, 2005), kao i kod Phanerochaete sordida (Takada i sar., 1996) i Coriolus hirsuta
(Orihara i sar., 2005).

Polihlorovani bifenili su toksi¢na i izuzetno perzistentna i Siroko rasprostranjena
jedinjenja u Zzivotnoj sredini, iako je njihova proizvodnja zabranjena pre 40 godina
(Singer 1 sar., 2000). U laboratorijskim istrazivanjima je potvrdeno da mnoge vrste
gljiva mogu da ih razgraduju. U istrazivanju koje su sproveli Gayosso-Canales i sar.,
(2012) Pleurotus ostreatus je gajena u te¢noj kulturi i u te¢ni medijum je dodato ulje iz
transformatora koje je sadrzalo polihlorovane bifenile u koncentraciji od 7,Img/l.
Nakon 30 dana inkubacije gljiva je uspela da razgradi oko 64% polihlorovanih bifenila
u medijumu. Istrazivanje je utvrdilo i da prisustvo ovih toksi¢nih materija indukuje
povecanje aktivnosti enzima lakaze, aktivnost je bila gotovo 7 puta ve¢a u odnosu na
kontrolu, kao i povecanje biomase gljiva koja je u odnosu na kontrolu bila gotovo
dvostruko vec¢a. Ovakvi rezultati ukazuju na klju¢nu ulogu lakaze u procesu razgradnje
ovih polutanata. Sposobnost razgradnje polihlorovanih bifenila od strane ove vrste
gljiva je dokumentovana i u brojnim drugim istrazivanjima (Kubatova i sar., 2001;
Siracusa i sar., 2017; Zeddel i sar., 1993). Sposobnost razgradnje ovih zagadujucih
materija je potvrdena 1 kod drugih vrsta gljiva izazivaca bele trulezi, kao Sto su
Bjerkandera adusta (Beaudette i sar., 1998), Trametes versicolor (Beaudette i sar.,
1998; Ruiz-Aguilar i sar., 2002; Zeddel i sar., 1993), Lentinula edodes (Ruiz-Aguilar i
sar., 2002).

Sinteticke boje imaju izuzetno Siroku primenu u tekstilnoj, farmaceutskoj,
kozmeti¢koj, prehrambenoj industriji i industriji papira i procenjuje se da postoji preko
100.000 komercijalno dostupnih boja (Singh, 2006). To su u hemijskom pogledu
izuzetno raznovrsna jedinjenja i to mogu biti neorganska jedinjenja, razli¢iti polimeri i
razli¢ita organska jedinjenja (Singh, 2006). Posebno je problemati¢na upotreba boja u
tekstilnoj industriji jer se u procesu bojenja gubi oko 15% boje koja zavrSava u

otpadnim vodama, preko kojih dospevaju u zivotnu sredinu (Prakash, 2017). Nakon
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primene na tkaninama boje su postojane na svetlosti, nerastvorljive u vodi, otporne na
oksidaciona sredstva, §to ukazuje da se radi o izuzetno stabilnim jedinjenjima, od kojih
neka imaju aromati¢na svojstva i toksi¢ne efekte, posebno u akvaticnim ekosistemima.
Gljive izazivaci bele trulezi vrlo efikasno razgraduju veliki broj sintetickih boja
zahvaljuju¢i produkciji ligninolitickih enzima. Robinson i sar. (2001), su ispitivali
sposobnosti razgradnje 5 sintetickih boja pomoc¢u gljiva Bjerkandera adusta, Phlebia
tremellosa, Pleurotus ostreatus i Trametes versicolor i dobili su rezultate koji ukazuju
da enzimi ovih gljiva efikasno vrSe dekolorizaciju sintetic¢kih boja.

Ligninoliti¢ki enzimi gljiva izazivaca bele trulezi nasSli su primenu u papirnoj
industriji, koja je jedan od primarnih korisnika drvne biomase iz koje izvlaci celulozu za
potrebe proizvodnje papira. U procesu industrijske proizvodnje papira generise se velika
koli¢ina otpadnih voda koje su zagadene produktima hemijske degradacije lignina, a
medu zagaduju¢im materijama posebno su znacajna organohlorna jedinjenja, koja
nastaju u procesu izbeljivanja hlorom, i fenolni derivati lignina, medu kojima ima
izuzetno toksi¢nih 1 mutagenih jedinjenja (Singh, 2006). Gljive izazivaci bele trulezi,
kao organizmi koji u potpunosti mogu da mineralizuju lignin i njegove derivate, veoma
efikasno razgraduju zagaduju¢e materije 1z otpadnih voda industrije papira.
Nagarathnamma 1 sar. (1999) testirali su sposobnost razgradnje zagaduju¢ih materija iz
otpadnih voda industrije papira 110 razli¢itih vrsta gljiva, od kojih je 10 vrsta vrsilo
preko 70% dekolorizacije otpadne vode kao rezultat razgradnje zagaduju¢ih materija.
Vrsta koja se pokazala kao najuspes$nija u ovom istrazivanju je bila Ceriporiopsis
subvermispora ¢ijom primenom je ostvarena dekolorizacija otpadne vode od 84% u

peridu od 48 sati.

2.2. Prakti¢na primena mikoremedijacije

Izuzetno znacajan doprinos popularizaciji mikoremedijacije kao zelene
biotehnologije za saniranje zagadenja dali su Paul Stamets i Peter McCoy. Peter McCoy
je putem internet sajta, brojnih video zapisa i publikacija medu kojima je najznacajnija
Radical Mycology: A Treatise On Seeing And Working With Fungi (McCoy, 2016),
priblizio Siroj javnosti prakti¢ne aspekte uzgoja gljiva i mogucnosti njihove primene u

mikoremedijaciji. Paul Stamets je popularizovao mikoremedijaciju kroz brojna
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predavanja koja je odrzao, kao i putem brojnih publikacija koje je objavio, a posebno
veliku paznju naucne i Sire javnosti je privukao eksperiment koji je sproveo 1998.
godine (Stamets, 2005). Zemljiste koje je bilo zagadeno aromati¢nim ugljovodonicima u
koncentraciji od oko 2% (20.000ppm) postavljeno je na polietilenske folije podeljeno u
Cetiri gomile koje su u osnovi imale oko 6m puta 2,5m i visine oko 1m. U jednoj gomili
zagadene zemlje je umesSana piljevina koja je prethodno inokulisana micelijom vrste
Pleurotus ostreatus, u koli¢ini od oko 30% od ukupne zapremine gomile zemljista.
Inokulisana piljevina je postavljena u slojevima, naizmeni¢no sa slojevima zagadenog
zemljiSta. Preostale dve gomile su inokulisane bakterijama, a ¢etvrta gomila je sluzila
kao kontrola i nije imala nikakav tretman. Sve gomile su pokrivene folijom radi zastite
od kiSe i zasencivanja. Nakon 4 nedelje na gomili inokulisanoj micelijom gljive pojavili
su se sporokarpi bukovace u ogromnom broju, zemljiste je bilo svetlo smede boje, nije
se osecao karakteristican miris nafte, a nakon 9 nedelja pocele su da nicu biljke, pojavile
su se i druge vrste gljiva, insekti i drugi organizmi. Preostale 3 gomile su i dalje bile
crne, mirisale na naftu i izgledale beZivotno. Analize uradene nakon 8 nedelja od
postavke eksperimenta su pokazale da se koncentracija ukupnih aromati¢nih
ugljovodonika od inicijalnih 20.000ppm snizila na 200ppm, Sto znaci da je gljiva
Pleurotus ostreatus uklonila 99% zagaduju¢ih materija. Ovo neformalno istrazivanje,
koje predstavlja verovatno najpoznatiji eksperiment u oblasti mikoremedijacije, je jasno
ukazalo na potencijale koje ima mikoremedijacija u saniranju zagadenja.

Lamar i sar., (2002) sproveli su, nakon probnih laboratorijskih ispitivanja, pilot
istrazivanje mogucnosti mikoremedijacije zemljiSta iz neposrednog okruzenja fabrike za
zaStitu drveta u zapadnoj VirdZiniji koje je zagadeno kreozolom. Kreozol je ulje koje se
dobija destilacijom katrana 1 sadrzi visoke koncentracije razli¢itih policikli¢nih
aromati¢nih ugljovodonika i najéeSc¢e se koristi za zaStitu drveta. Konstruisane su dve
biocelije 8x8 stopa u osnovi i 4 stope dubine koje su oblozene polietilenskim folijama.
Celije su napunjene mesavinom zagadenog zemljista i inokulisanih supstrata, gde je
supstrat sa micelijom &inio oko 20% mase mesavine. Celije su potom pokrivene
plasticnim folijama. Za svaku ¢eliju je upotrebljeno oko 4,5 tona zagadenog zemljista.
Supstrati su inokulisani micelijom bukovace, Pleurotus ostreatus. Supstrat Kkoji je
koris¢en za inokulaciju u jednoj bioceliji bile su drvene ljuske i opiljci, a u drugoj

bioceliji supstrat je bio meSavina ljuski i1 piljevine uz dodatak biljnog ulja. Uzorci
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zemljiSta su uzeti odmah nakon punjenja biocelija, a kasnije su uzimani 62, 146, 175,
223 1 276-0g dana, koliko je i trajao eksperiment. Nakon 276 dana kompostiranja
zagadenog zemljiSta doSlo je do degradacije 93,2% od ukupne koli¢ine zagadujucih
materija u prvoj ¢eliji, dok je u drugoj razloZeno 90,4%.

Prema uvidu u dostupnu literaturu moze se zakljuciti da je obavljen izuzetno
veliki broj istrazivanja mikoremedijacionih potencijala razli¢itih vrsta gljiva u kojima su
u strogo kontrolisanim laboratorijskim uslovima ostvareni izuzetni rezultati. Znatno je
manji obim probnih istrazivanja koja su sprovedena u realnim uslovima na terenu, a
Cesto se desavalo da prilikom primene mikoremedijacije u realnim uslovima nisu
dobijani podjednako impresivni rezultati kao u laboratorijskim uslovima. Lamar i White
(2001) smatraju da razloge neuspeha u primeni ove tehnologije treba traziti u
Cinjenicama da je nedovoljno paZnje posveceno razvoju i pripremi micelijalnih
inokuluma, nedovoljno razumevanja svojstava polutanata u uslovima realne sredine
koja se Cesto bitno razlikuju od strogo kontrolisanih laboratorijskih uslova, pokusajima
komercijalizacije biotehnologije koja jo§ uvek nije u potpunosti razvijena i konacno u
¢injenici da su implementaciju biotehnologije cesto sprovodile osobe i timovi koji
nedovoljno poznaju sve njene aspekte. Jasno je da u realnim uslovima na proces
mikoremedijacije utiCu 1 brojni promenljivi uslovi Zivotne sredine. Neophodno je
sprovesti istraZzivanja koja bi omogucila definisanje jasnih protokola koji bi omogucili
potpunu komercijalizaciju ove biotehnologije.

Efikasnost mikoremedijacije zavisi od brojnih faktora kao Sto su temperatura,
relativna vlaznost zemljiSta, pH vrednost, koli¢ina dostupnog kiseonika 1 nutrijenata,
posebno je znaCajan odnos ugljenika 1 azota. Optimalna temperatura za
mikoremedijaciju je u intervalu od 25-30°C (Hoa i sar., 2015), dok optimalna vlaznost
varira u opsegu od 60-80%. Interesantno je da je efikasnost mikoremedijacije veéa u
alkalnim uslovima sredine usled bolje rastvorljivosti polutanata (Hong i sar., 2007), iako
je poznato da gljive bolje rastu u kiseloj sredini kada se uzgajaju u razli¢itim hranljivim
medijumima u laboratorijskim uslovima. Dobra aeracija se moze ostvariti meSanjem
zagadenog zemljista sa razli¢itim suspstratima na kojima su inokulisane micelije gljiva,
a Sto je svakako neophodno u slucaju koriS¢enja gljiva izazivaca bele trulezi ili drugih
drvorazgradujuc¢ih vrsta gljiva. Na taj nacin se ujedno obezbeduje i dovoljna koli¢ina

nutrijenata. Za razliku od bakterija, gljivama je potrebno manje azotnih jedinjenja i
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mogu se razvijati u sredini sa niskim sadrzajem azota, optimalan odnos ugljenika i azota
je 10:1 (Singh, 2006).

Prilikom planiranja jednog mikoremedijacionog projekta neophodno je prvo
uraditi uzorkovanje zagadenog zemljiSta i obaviti kvalitativne i kvantitativne analize
prisutnih polutanata. U zavisnosti od konstatovanog zagadenja treba odabrati i
odgovarajuce vrste gljiva za koje postoje dokumentovani dokazi da utvrdene zagadujuce
materije mogu efikasno da razgrade. Lamar i White (2001) preporucuju realizaciju
mikoremedijacije u 4 faze. Prvo treba uraditi malo probno istraZivanje, a potom u
drugoj fazi pilot istrazivanje na terenu koji je planiran za sanaciju. Ukoliko su dobijeni
zadovoljavajuéi rezultati u tre¢oj fazi treba pristupiti proizvodnji inokuluma i kona¢no u
cetvrtoj fazi obaviti planirani tretman zagadenog zemljista.

Posebnu paznju treba posvetiti pripremi inokuluma. Dobri rezultati su dobijeni
upotrebom kapsuliranih micelija. U postupku kapsuliranja micelije se obavijaju slojem
agara, agaroze, zelatina, hitozana i slicno, ¢ime se obezbeduje dodatni izvor nutrijenata i
produzava Zzivotni vek (Singh, 2006). Veoma su raznovrsni supstrati koji se mogu
inokulisati micelijama gljiva za potrebe mikoremedijacije. Osim piljevine, drvenih
ljuski i opiljaka, za inokulaciju se mogu iskoristiti nusproizvodi i otpad iz
poljoprivredne proizvodnje kao $to su slama od razlicitih vrsta Zitarica, suve stabljike
kukuruza, granc€ice od orezivanja voca i vinove loze, seno razli¢itih trava, seno lucerke,
pulpa od Secerne repe, treset, kompost i slicno. To su Siroko rasprostranjeni, lako
dostupni 1 ekonomski pristupacni materijali. Redovna praksa, bar kada je re¢ o
Republici Srbiji, je da se zbrinjavanje bar jednog dela ovog otpada svodi na spaljivanje.
Mnoge vrste jestivih gljiva koje se komercijalno uzgajaju imaju sposobnost razgradnje
razli¢itih zagaduju¢ih materija 1 veliki mikoremedijacioni potencijal, pa se za potrebe
mikoremedijacije moze koristiti supstrat koji se javlja kao otpad u njihovoj proizvodnji
(Eggen i Sasek, 2002; Okparanma i sar., 2011).

Inokulisani supstrat se postavlja preko povrSine zagadenog zemljista ili se meSa
sa zemljiStem, najcesée se postavlja u slojevima naizmeni¢no sa slojevima zemljista.
Mesanjem supstrata sa zemljiStem se obezbeduje veca efikasnost i brzina procesa.
PovrSina tretiranog zemljiSta se prekriva folijama u cilju zaStite od padavina,
zasenCivanja 1 spre¢avanja isuSivanja. PoZeljno je ograditi prostor kako bi se sprecilo

kopanje i druge aktivnosti divljih Zivotinja, kao i eventualno prikupljanje sporokarpa
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gljiva od strane posetilaca koji bi ih mogli koristiti u ishrani. U daljem toku treba
sprovoditi redovan monitoring. Definisanje jasnih protokola za monitoring,
prilagodavanje 1 odrzavanje sistema su od presudnog znacaja za uspeSnost procesa.
Kompeticija micelija gljiva sa autohtonim populacijama mikroorganizama moze
znacajno da uti¢e na konacan ishod procesa mikoremedijacije. Medutim, protokoli za
eliminaciju ovih varijacija tek treba da se uspostave (Singh, 2006)

Duzina trajanja mikoremedijacije ¢e zavisiti pre svega od prirode i koncentracija
zagadujuéih materija, najéeSce je to period od nekoliko meseci, ali moze trajati i duze, a
moze biti neophodno i ponavljanje Citavog postupka. Po zavrSetku procesa treba
ukloniti folije i ograde. Uklanjanje inokulisanog supstrata ¢e zavisiti od budu¢e namene
zemljiSta. Supstrat se ne mora uklanjati ukoliko je zemljiste bilo zagadeno organskim
zagaduju¢im materijama koje gljive ne usvajaju. U tom slucaju dovoljno je da se zaore,

¢ime ¢e se povecati sadrzaj organske materije u zemljistu i povecati njegova plodnost.
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3. GLJIVE I1ZAZIVACI BELE TRULEZI | RAZGRAPIVANJE
LIGNOCELULOZNE BIOMASE

Pre oko 470 do 450 miliona godina, u toku Ordovicijuma, biljke su zapocele
kolonizaciju terestri¢ne sredine (Becker i Marin, 2009). Kako bi prezivele nepovoljne
uslove, pre svega nedostatak vode i velika temperaturna kolebanja, biljke su morale
razviti Citav niz adaptacija neophodnih za opstanak u novoj zivotnoj sredini. Jedna od
najznacajnijih adaptacija je razvoj slozenog debelog ¢elijskog zida koji biljnim ¢elijama
daje potporu, Stiti od isuSivanja i patogenih mikroorganizama. Primarni ¢elijski zid je
izgraden najve¢im delom od polisaharida celuloze, hemiceluloze i pektina, a razvoj
sekundarnog ¢elijskog zida karakteriSe proces lignifikacije.

Celuloza je polisaharid kojeg ¢ine linearni lanci nastali polimerizacijom
molekula D-glukoze povezanih B(1—4) vezama (Crawford, 1981). Lanci celuloze su
grupisani u snopove i predstavljaju “armaturu” celijskog zida koja mu daje ¢vrstinu.
Prosecan sadrzaj celuloze u éelijskim zidovima drvenastih biljaka je oko 50%. Celuloza
se smatra najzastupljenijim organskim polimerom u prirodi sa procenjenom godiSnjom
produkcijom biomase od oko 1,5x10" tona (Klemm, 2005).

Hemiceluloze su polisaharidi varijabilnog sastava, izgradene polimerizacijom
razli¢itih monosaharida. Sastoje se od ksilana koji je polimer molekula D-ksiloze
povezanih B(1—4) vezama, Bglukana koji je polimer molekula D-glukoze povezanih
B(1—3)( 1—4) vezama, manana koji je polimer molekula D-manoze povezanih p(1—4)
vezama, a sadrZze u svojoj stukturi i oligomere galaktoze, arabinoze, fukoze,
glukuronske kiseline (Kameshwar i Qin, 2017). Hemiceluloze su blisko vezane za
celulozu, ¢ine deo matriksa oko snopova celuloze i imaju udeo od oko 20-30% u suvoj
biljnoj biomasi (Kameshwar i Qin, 2017).

Pektini su polisaharidi varijabilnog sastava i strukture, njihova koli¢ina i sastav
variraju kod razli¢itih vrsta biljaka, kao 1 u zavisnosti od starosti i u razli¢itim tkivima.
Klju¢na komponenta od koje su izgradeni je galakturonska kiselina.

Lignin je posle celuloze najzastupljeniji organski polimer na planeti (Lewis i
Sarkanen, 1998). Oko 30% od ukupnog organskog ugljenika u biosferi nalazi se u

polimerima lignina (Boerjan i sar., 2003). Lignin sa¢injava oko 30% suve mase drveta,

.....
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(Anastasi i sar., 2013). Lignin predstavlja najveci izvor aromati¢nih jedinjenja na planeti

i smatra se da bi u buduénosti mogao postati primarni izvor za proizvodnju vecine

aromati¢nih supstanci koje se danas industrijski dobijaju iz derivata nafte (Letourneau i

Volmer, 2021).

Slika 3.1. — Hemijska struktura lignina®

Lignin se moze definisati kao razgranati kompleksni polimer velike molekulske
mase izgraden od fenilpropanskih jedinica povezanih alkil-aril etarskim vezama
(Funaoka, 2013). Hemijska struktura lignina (Slika 3.1.) je izuzetno heterogena usled
varijabilnosti u medusobnom povezivanju fenilpropanskih jedinica. lako se odlikuje
velikom heterogenoscu sastava, lignin je u osnovi izgraden od tri prekursora, a to su p-
kumaril alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol (Carrier i sar., 2012) koji su derivati

fenilpropana. Udeo ovih ligninskih monomera u sastavu lignina varira kod razli¢itih

! Preuzeto iz Yost (2014).

24



biljaka. Biljke koje odlikuje “tvrdo drvo”, $to je karakteristika veéine drvenastih
skrivenosemenica, u sastavu lignina imaju visok procenat koniferil i sinapil alkohola i
vrlo malu koli¢inu p-kumaril alkohola, dok biljke koje odlikuje “meko drvo”, kao $to su
Cetinari, u sastavu lignina imaju izuzetno visok udeo koniferil alkohola i mali procenat
p-kumaril alkohola (Letourneau i Volmer, 2021).

Nema dovoljno podataka o strukturi i nacinu povezivanja lignina sa
polisaharidnim komponentama celijskih zidova u prirodnom stanju. Smatra se da je u
nativnom stanju lignin daleko manje razgranat nego Sto se do sada mislilo 1 da se
uglavnom sastoji od linearnih polimera (Yue i sar., 2016). U izolovanom stanju lignin je
zuto-smede boje, vlaknaste strukture, nerastvorljiv u vodi ili alkoholu. To je izuzetno
stabilan polimer i gljive izazivaci bele truleZi su jedini poznati organizmi u prirodi koji
imaju sposobnost potpune mineralizacije lignina do ugljendioksida i vode (Blanchette,
1995, Dashtban i sar., 2010).

Sposobnost razgradnje lignocelulozne biomase ima veliki broj vrsta gljiva, kao i
mnoge bakterije. Na osnovu preferencija prema supstratu na kom se razvijaju i
karakteristiénim tragovima koje ostavljaju na drvetu prilikom razgradnje, gljive
drvorazgradivaci se mogu podeliti u tri grupe: gljive izaziva¢i meke trulezi, gljive
izazivaci smede trulezi i gljive izazivaci bele trulezi (Kameshwar i Qin, 2016).

Gljive izaziva¢i meke trulezi obuhvataju vrste iz razdela Ascomycota, kao i
brojne vrste koje su ranije klasifikovane u okviru razdela Deuteromycota. Razvijaju se
naj¢esS¢e na samoj povrsini drveta u uslovima visoke vlaznosti. Usled njihove aktivnosti
na drvetu se pojavljuju smede fleke od nerazgradenog lignina, pa na osnovu izgleda
trulezi nije ih lako razlikovati od gljiva izazivata smede trulezi. Zahvacena trula
povrsina drveta je mekana, pa su po tome dobile ime, §to mozda nije najbolji izbor s
obzirom na to da je trulez drveta mekana i kada je uzrokovana drvorazgraduju¢im
gljivama iz drugih grupa (Goodell i sar., 2008).

Gljive izazivaCi smede trulezi Cine svega oko 6% od svih poznatih
drvorazgradujucih vrsta gljiva 1 gotovo isklju€ivo se razvijaju na Cetinarskom drvecu
(Hibbett i Donoghue, 2001). To su dominantne gljive drvorazgradivaci u ekosistemima
borealnih Cetinarskih Suma (McFee i Stone 1966). Pripadaju razdelu Basidiomycota i
oko 70% vrsta je iz reda Polyporales (Stamets, 2005). One su evolutivno mlade od

gljiva izazivaca bele trulezi i smatra se da su od njih i nastale tako $to su u toku
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evolucije izgubile gene za sintezu enzima koji su neophodni za razgradnju ligninskih
komponenti drvne biomase (Arantes i Goodell, 2014).

Gljive izazivati smede trulezi su jedini organizmi koji mogu gotovo u
potpunosti da iz drveta uklone ugljene hidrate, odnosno celulozu, hemicelulozu i pektin,
a bez znacajnijih gubitaka lignina (Arantes i sar., 2012). Usled razgradnje polisaharidnih
komponenti na drvetu se pojavljuju karakteristicne smede mrlje i zone koje poti¢u od
nerazgradenog lignina, pa su po toj karakteristici i dobile ime.

Razgradnja drveta se odvija u dve faze. U prvoj fazi dolazi do ekstracelularne
produkcije visoko reaktivnih hidroksil radikala (-OH) koji nasumi¢no napadaju
komponente lignoceluloznog cCelijskog zida izazivajuci i modifikacije lignina i kidanje
pojedinih lanaca celuloze. Usled toga se pojavljuju Supljine u strukturi ¢elijskog zida i
time se otvara pristup ekstracelularnim enzimima koji Kkatalizuju razgradnju
polisaharidnih komponenti u slede¢oj fazi (Arantes i sar., 2012). Drvo zahvaceno
smedom trulezi (Slika 3.2.) ve¢ u inicijalnoj fazi gubi ¢vrstinu, a kasnije postaje smede,
mekano, sa karakteristicnim pukotinama i kubi¢nom strukturom i lako se drobi
(Stamets, 2005).

Gljive izazivaci bele trulezi su ekofizioloska grupa koja obuhvata vrste iz
razdela Basidiomycota i ovoj grupi pripada preko 90% drvorazgradujucih gljiva ovog
razdela (Tuomela i Hatakka, 2011). Manji broj vrsta razdela Ascomycota iz porodice
Xylariaceae je Cesto u literaturi grupisan medu gljive izazivace bele trulezi jer pokazuju
izvesne sli¢nosti sa ovom grupom, pre svega u izgledu napadnutog drveta. Medutim,
izazivac¢ima meke trulezi (Daniel, 2016).

Gljive izazivaci bele trulezi su najveca 1 najznacajnija grupa drvorazgradujucih
gljiva. Odlikuju ih biorazgradivi sistemi koje ¢ini set raznovrsnih enzima koji im
omogucuju razgradnju svih komponenti lignocelulozne biomase, ukljucujuci i lignin.
Gljive izazivaci bele trulezi su posebno karakteristicni kolonizatori “tvrdog drveta”
skrivenosemenica, ali takode mogu da razlazu i biomasu “mekog drveta” kojim se
odlikuju Cetinarske vrste. Osim vrsta koje se tipicno razvijaju na stablima drveca,
gljivama izazivaCima bele trulezi pripada 1 veéina bazidiomiceta koje se razvijaju u

zemljistu 1 obavljaju razgradnju Sumske stelje (Danijel, 2016).
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Slika 3.2. — Smeda trulez drveta® Slika 3.3. — Bela trulez drveta®

Moguce je razlikovati dva obrazca razgradnje lignocelulozne biomase, pa se u
skladu sa tim gljive izazivaci bele trulezi mogu grubo podeliti u dve grupe, jednu koja
vrsi selektivnu razgradnju 1 drugu koja obavlja simultanu razgradnju svih komponenti
biomase (Goodell i sar, 2008). Vrste koje pripadaju grupi selektivnih razgradivaca prvo
razgraduju lignin 1 hemicelulozu, koja je u ovoj inicijalnoj fazi klju¢ni izvor nutrijenata i
energije potrebne za dalji proces razgradnje (Daniel, 2016). U ovoj fazi celuloza ostaje
gotovo netaknuta. Na drvetu zahva¢enom ovim gljivama pojavljuju se tipi¢ne svetle
zone, a u kasnijim fazama bele trulezi zahvaceni deo drveta je gotovo potpuno bele boje
koja poti¢e od nerazgradene celuloze, mekano je i ima vlaknastu strukturu (Slika 3.3.).
Do razgradnje celuloze dolazi u zavr$noj fazi i time do potpune razgradnje biomase.

Kod vrsta koje obavljaju simultanu razgradnju istovremeno se razlazu sve
komponente lignocelulozne biomase, pa iako se mogu pojavljivati svetlije zone na
drvetu, ova dijagnosticka karakteristika Cesto izostaje i osim belih, mogu postojati i
smede mrlje na zahvacenom drvetu, u zavisnosti od procesa razgradnje koji dominira.
Znatno je veli broj vrsta gljiva izazivaa bele trulezi koje obavljaju simultanu
razgradnju lignocelulozne biomase.

Ovu podelu na dve grupe treba shvatiti uslovno, s obzirom na ¢injenicu da su
gljive izazivaci bele trulezi izuzetno raznovrsne i da postoje raznovrsne strategije
razgradnje drvne biomase u zavisnosti od loaklnih uslova sredine i genoma gljiva, pa
tako neke vrste mogu na istom drvetu obavljati simultanu ili selektivnu razgradnju ili se

one mogu naizmeni¢no smenjivati (Daniel, 2016).

2 Preuzeto sa https://www.projectnoah.org/spottings/878936003 09.05.2023.
® Preuzeto sa http://www.botany.hawaii.edu/faculty/wong/BOT135/LECT10.HTM 09.05.2023.
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Kolonizacija drveta u pocetnoj fazi se ostvaruje u najve¢oj meri razvojem i
rastom hifa micelije gljiva kroz srzne zrake. Srzni zraci su veéinom izgradeni od
parenhimskih ¢elija, pruzaju se od centra prema kori i imaju ulogu u transportu i
razmeni vode 1 hranljivih materija izmedu centralnog i1 perifernog dela stabla ka kori.
Zato nije slucajno $to su upravo ove strukture prve na udaru gljiva jer to omoguéuje
najlaksi pristup vodi i u njoj rastvorenim nutrijentima. Usled ovakvog razvoja putem
srznih zraka gljive izazivaci bele trulezi veoma brzo kolonizuju dublje slojeve drveta. U
nastavku kolonizacije hife micelija prodiru kroz jamice u ¢elijskim zidovima i kroz
prirodno prisutne Supljine u drvetu. Hife ispunjavaju lumen provodnih elemenata u
drvetu 1 razgraduju celijske zidove sa unutraSnje strane. Istovremeno se obrazuju i
specijalizovane hife koje buse rupe u ¢elijskim zidovima i omogucuju dalju kolonizaciju
novih provodnih elemenata (Daniel, 2016).

Razgradnja lignocelulozne biomase se ostvaruje lu¢enjem brojnih i izuzetno
raznovrsnih enzima. Gljive izazivaci bele trulezi, kao 1 sve druge vrste koje razgraduju
drvo, produkuju enzime za razgradnju celuloze. Celuloza je polisaharidna komponenta
C¢ija je razgradnja najjednostavnija i njena potpuna hidroliza ostvaruje se pomocu 3
enzima — endoglukanaze, egzoklukanaze i B-glukozidaze (Kameshwar i Qin, 2017).
Endoglukanaze i egzoklukanaze hidrolizuju lance celuloze pri ¢emu nastaju
oligosaharidi koje potom B-glukozidaze depolimerizuju do monomera glukoze.

Hemiceluloza i pektin odlikuju se heterogenim sastavom, pa je u skladu sa tim i
potpuno ocekivana produkcija raznovrsnijih enzima potrebnih za njihovu razgradnju. Za
razgradnju hemiceluloze gljive produkuju enzime endoksilanaze, ksilobiohidrolaze,
ksilozidaze, acetil ksilan esteraze, mananaze, manozidaze, glukuronidaze,
arabinofuranozidaze, dok pektin razgraduju enzimi endopoligalakturonaze,
egzopoligalakturonaze, ksilogalakturonan hidrolaze, endoramnogalakturonaze, pektin
lijaze i drugi (Goodell i sar, 2008; Kameshwar i Qin, 2017).

Ono po ¢emu se razlikuju gljive izazivaci bele trulezi od ostalih gljiva jeste
sposobnost luéenja enzima koji mogu u potpunosti da razgrade lignin. Ti enzimi su
lakaze i peroksidaze i sve gljive izazivaci bele trulezi lu¢e jedan ili viSe enzima iz ove
grupe (Goodell i sar, 2008).

Razvoj sposobnosti potpune mineralizacije lignocelulozne biomase predstavlja

jednu od najvaznijih ekoloskih inovacija u evoluciji gljiva. Ove gljive su se

28



najverovatnije pojavile pre oko 300 miliona godina (Floudas i sar., 2012). Lignin je
glavni prekursor uglja i ¢injenica da pojava ovih gljiva koincidira sa krajem Karbona,
perioda u kom su nastale najvete naslage uglja, upucuje na zakljucak da su gljive
izazivaci bele trulezi presudno uticale na globalni ciklus ugljenika (Nagy i sar., 2016).
Malobrojne su naslage uglja iz perioda nakon Karbona, a potencijalni razlog moze biti
aktivnost gljiva izazivaca bele trulezi koje nisu dozvolile znatnije akumuliranje lignina.
Grupi gljiva izazivafa bele trulezi pripadaju mnoge dobro poznate jestive i
lekovite vrste gljiva kao $to su jablanovaca (Cyclocybe aegerita), bukovaca (Pleurotus
ostreatus), Sitake (Lentinula edodes), barSunasta panjev¢ica (Flamulina velutipes),
hrastova sjajnica (Ganoderma lucidum), ¢uranov rep (Trametes versicolor) i druge.

Mnoge od ovih vrsta se komercijalno uzgajaju.

3.1. Cyclocybe aegerita, jablanovaca

Cyclocybe aegerita (Slika 3.4.), jablanovaca, je vrsta iz grupe gljiva izazivaca

bele trulezi koja pripada porodici Strophariaceae iz reda Agaricales.

Slika 3.4. — Cyclocybe aegerita
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Ova vrsta je prethodno bila poznata kao gotovo kosmopolitski rasprostranjena
vrsta pod imenom Agrocybe aegerita, medutim novija geneti¢ka istrazivanja dala su
novi pogled na njen taksonomski status i areal rasprostranjenja. Nakon istrazivanja koje
su sproveli Vizzini i sar., (2014) utvrdeno je da A. aegerita nije u bliskom srodstvu sa
tipskom vrstom tog roda A. praecox i zajedno sa jo§ 4 vrste je prebacena u rod
Cyclocybe. Istrazivanjem geneticke varijabilnosti koje su sproveli Frings i sar. (2020)
doslo se do saznanja da je C. aegerita u svom rasprostranjenju ogranic¢ena isklju¢ivo na
evropski kontinent, dok populacije sa podrucja Azije 1 iz oblasti Pacifika pripadaju
drugoj vrsti, a moguce je da je u pitanju i ¢itav kompleks jos§ uvek neopisanih vrsta.

C. aegerita najcesce raste na zivom ili mrtvom drvecu iz rodova Populus sp. i
Salix sp., odnosno na razli¢itim vrstama topola i vrba, ali se moze javiti i na drugim
listopadnim vrstama drveca (Uhart i Albertd, 2007). Najc¢esce se javlja na panjevima ili
korenovima, rede na gornjim delovima stabla, obi¢no na mestu grananja ili na mestu
povrede. Sporokarpi se pojavljuju u busenovima od ranog prolec¢a do jeseni.

Klobuk sporokarpa je od 3 do 10cm u precniku, ponekad moze biti i vecih
dimenzija, $iroko otvoren i gotovo ravan ili blago ispupcen u sredini, donekle valovitih
ivica, sa glatkom povrS§inom i Cesto prisutnim udubljenjima oblika kapljica. U
srediSnjem delu tamno smede boje, a ka ivicama svetliji, na samom obodu sasvim
svetlozute boje. Klobuk je dosta mesnat, na preseku beo 1 ne menja boju. Sa donje
strane klobuka je lisnati himenofor sa mnogobrojnim, gustim, u pocetku belim do
svetlosivim, a kasnije tamnosmedim listi¢cima. Strucak je od 3 do 15cm visine i oko 1 do
2cm debljine, cilindrican, ispunjen, vlaknast, bele boje ili ponekad sasvim svetlosmede
boje od rasutih spora. U gornjem delu ima nepomi¢ni membranozni prsten.

Jablanovaca je izuzetno cenjena jestiva gljiva vrhunskog kvaliteta i komercijalno
se uzgaja u mnogim delovima sveta. U mediteranskom podrucju se uzgajala joS u doba
starog Rima. Ima i lekovita svojstva i koristi se kao diuretik u tradicionalnoj kineskoj
medicini. Komercijalna proizvodnja ove vrste u Republici Srbiji ne postoji.

Mikoremedijacioni potencijali ove vrste nisu tako ekstenzivno ispitivani kao u
slu¢aju P. chrysosporium, P. ostreatus, T. versicolor, ili nekih drugih vrsta, ali rezultati
sprovedenih istrazivanja pokazuju da moze uspeSno da razlaze neke policikli¢ne
aromati¢ne ugljovodonike manje molekulske mase (Vipotnik i sar., 2021; Vipotnik i
sar., 2022).
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Analizom genoma vrste C. aegerita utvrdeno je prisustvo 14 gena za sintezu
enzima lakaza (Gupta i sar., 2018). Osim lakaza, ova gljiva produkuje i 5 peroksidaza,
od kojih su 4 mangan peroksidaze (Liang i sar., 2020). Pored klasi¢nih ligninolitickih
peroksidaza, kod C. aegerita je otkriven novi tip enzima peroksidaza — nespecifi¢na
peroksigenaza (Kinne i sar., 2010). Ovaj enzim vrsi oksidaciju razli¢itih aromatic¢nih,
alifati¢nih i1 heterocikli¢nih organskih jedinjenja prenosom jednog atoma kiseonika sa
peroksida. Poznato je preko 350 razli¢itih organskih jedinjenja koja mogu biti supstrat
ovog enzima, ukljucujuci i 35 od 40 prioritetnih organskih zagadujuc¢ih materija sa liste
Agencije za zaStitu zivotne sredine Sjedinjenih Drzava (Hofrichter i sar., 2020).
Utvrdeno je postojanje 6 formi ovog enzima kod C. aegerita, a naknadnim
istrazivanjima ovaj enzim je otkriven kod mnogih drugih vrsta Sirom carstva gljiva.
Siroka rasprostranjenost kod ekoloski veoma razli¢itih vrsta gljiva ukazuje na neku
vaznu ulogu ovih enzima. Medutim, o funkciji ovih enzima i njihovom znacaju u prirodi

se jos uvek ne zna gotovo nista (Hofrichter i sar., 2020).

3.2. Pleurotus ostreatus, bukovaca

Pleurotus ostreatus (Slika 3.5.), bukovaca, je vrsta iz grupe gljiva izazivaca bele
trulezi koja pripada porodici Pleurotaceae iz reda Agaricales. To je gotovo
kosmopolitski rasprostranjena vrsta, areal rasprostranjenja obuhvata pre svega umerene
i suptropske oblasti. Razvija se na Sirokolisnim listopadnim vrstama koje se odlikuju
tvrdim drvetom, pre svega na bukvi, ali i na velikom broju drugih vrsta kao $to su divlji
kesten, hrast, javor, grab, vrba, topola, itd. P. ostreatus se najc¢esce razvija na mrtvom ili
umiru¢em drvecu. To je primarno saprofitska vrsta, ali moze biti fakultativni parazit
zivih, obi¢no ve¢ oslabljenih stabala.

Interesantan je podatak da je P. ostreatus jedna od oko 700 vrsta nematofagnih
vrsta gljiva, odnosno vrsta koje se hrane valjkastim crvima iz grupe nematoda (Marlin i
sar., 2019). Micelija produkuje mehurice sa nematoksinom — trans-2-decenoinskom
kiselinom u uslovima smanjene dostupnosti azotnih jedinjenja. Nakon kontakta sa ovim
strukturama, nematode ostaju paralisane za svega par minuta (Satou i sar., 2008).
Micelija gljive potom kolonizuje i svojim enzimima razlaze telo nematode koje

predstavlja vazan dodatni izvor azotnih jedinjenja (Marlin i sar., 2019).
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Slika 3.5. — Pleurotus ostreatus®

Sporokarpi bukovace se u nekim oblastima mogu pojavljivati u bilo kom
periodu godine, ali najeS¢e od kraja jeseni do ranog proleca. Pojavljuju se u
busenovima. Klobuk je u pocetku jezicastog, a kasnije polukruznog oblika, u pre¢niku
od 5 do 25cm, sa gornje strane gladak i sjajan. lvice klobuka su valovite, ponekad
reznjevite, kod mladih primeraka blago uvijene, a sa rastom se postepeno otvaraju. Sa
gornje strane klobuk je od svetlo sive do tamno sivosmede boje, koja varira u zavisnosti
od temperature. Na nizim temperaturama obojenost klobuka je intenzivnija. Na donjoj
strani klobuka nalaze se beli listi¢i himenofora, gusto zbijeni, koji se granaju ka obodu
klobuka 1 spuStaju niz struc¢ak. Prah spora je bele boje. Strucak je Cesto rudimentaran,
postavljen ekscentri¢no, 1-4cm visine i 1-3cm Sirine.

Bukovaca je cenjena jestiva gljiva, koja osim velikih nutritivnih vrednosti ima i
lekovita svojstva, pozitivno uti¢e na nivo holesterola u krvi i produkuje bioaktivne
molekule sa antitumorskim svojstvima (Ferndndez-Fueyo i sar., 2014). Bukovaca je,
posle Sampinjona, gljiva sa najvecom proizvodnjom u svetu (S&nchez, 2010). Udeo
bukovace u proizvodnji jestivih gljiva je oko 25% sa proizvodnjom od oko 3 miliona

tona godis$nje (Fernandez-Fueyo i sar., 2014).

* Preuzeto sa https://www.hobbyfarms.com/grow-your-own-oyster-mushrooms-for-flavor-profit/
09.05.2023.
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P. ostreatus je jedna od najistrazivanijih gljiva kada je re¢ o istrazivanjima
njenih mikoremedijacionih potencijala. Sprovedeno je nebrojeno mnogo studija u
kojima je ova vrsta pokazala sposobnost razgradnje izuzetno raznovrsnih zagadujuc¢ih
materija ukljucujuéi 1 neke koje su izuzetno toksi¢ne 1 perzistentne, kao Sto su dioksini,
polihlorovani bifenili, policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici, industrijske boje, razliciti
pesticidi, itd.

Sposobnost razgradnje ovih zagaduju¢ih materija pocCiva na produkciji
ligninolitickih enzima lakaza i peroksidaza. Analizom genoma utvrdeno je postojanje 12
gena koji kodiraju sintezu enzima lakaza (Janusz i sar., 2013; Jiao i sar., 2018), a 6
razli¢itih izoenzima lakaza je izolovano i okarakterisano do danas (Pezzella i sar.,
2013). Od enzima iz grupe peroksidaza P. ostreatus produkuje 6 mangan peroksidaza i

3 verzatilne peroksidaze (Fernandez-Fueyo i sar., 2014).
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4. LIGNINOLITICKI ENZIMI GLJIVA 1ZAZIVACA BELE
TRULEZI

Za razliku od polisaharidnih komponenti lignocelulozne biomase koje mogu da
razgrade sve gljive drvorazgradivaci, lignin je znatno kompleksniji i stabilniji polimer
koji mogu u potpunosti da razgraduju samo gljive izazivaci bele trulezi (Daniel, 2016).
Ta njihova sposobnost razgradnje ligninskih polimera pociva na sintezi ekstracelularnih
ligninolitickih enzima. Potpuna mineralizacija lignina do ugljen-dioksida i vode se
ostvaruje brojnim oksidacionim reakcijama koje katalizuju dve grupe ligninolitickih
enzima — lakaze i peroksidaze. Lakaze su enzimi oksidoreduktaze koje vrse oksidaciju
supstrata koriste¢i molekularni kiseonik O, kao akceptor elektrona, pri ¢emu se on
redukuje do vode, H,O (Cafas i Camarero, 2010). Peroksidaze su hemni proteini koji
katalizuju oksidaciju razli¢itih supstrata koriste¢i vodonik-peroksid, H,O,, kao akceptor
elektrona. Kod gljiva izazivaca bele trulezi postoje tri glavne grupe ovih enzima, a to su
lignin peroksidaze, mangan peroksidaze i verzatilne peroksidaze (Kellner i sar., 2014).
Pored ovih enzima, u procesu razgradnje lignina gljive sintetiSu i brojne druge enzime
koji imaju ulogu u produkciji peroksida, razlicitih intermedijera i slobodnih readikala
koji podrzavaju funkciju klju¢nih ligninoliti¢kih enzima.

Sve gljive izazivaci bele trulezi produkuju jednu ili viSe vrsta ligninolitickih
enzima (Goodell i sar, 2008). Kod vrsta koje produkuju viSe vrsta enzima postoje
varijacije u produkciji enzima usled lokalnih uslova sredine i sastava supstrata, a
produkcija se moze menjati sa protokom vremena degradacije. Tako, na primer,
Ganoderma lucidum produkuje mangan peroksidaze kada se razvija na tvrdom drvetu
topole, ali ih ne produkuje kada se razvija ma mekom drvetu borova (D’Souza i sar.,
1999). Ovo ukazuje na postojanje razlicitih strategija razgradnje ligninskih komponenti.
Medutim, razli¢ite kombinacije produkcije ligninoliti¢kih enzima mogu podjednako
efikasno da vrSe razgradnju lignina, $to ukazuje na nespecifi¢nu aktivnost ovih enzima.
Zajednicka karakteristika svih ligninolitickih enzima je da mogu da produkuju slobodne
radikale od razli¢itih molekula male molekulske mase koji su ili produkti degradacije
lignina ili produkti metabolizma samih gljiva. Ovi visoko reaktivni radikali potom
prodiru kroz ¢elijski zid 1 vr§e nasumicne oksidacije razli¢itih ligninskih komponenti.

Upravo ovaj mehanizam delovanja enzima preko stvaranja slobodnih radikala
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predstavlja objasnjenje za izuzetnu nespecificnost aktivnosti ligninolitickih enzima.
Usled nespecifi¢ne aktivnosti ovi enzimi mogu da katalizuju oksidacije izuzetno Sirokog
spektra organskih jedinjenja, ukljucujuéi i ona ¢ija je struktura samo delimi¢no sli¢na
ligninskim komponentama (Anastasi i sar., 2013; Gao i sar., 2010). Toj grupi pripadaju
1 brojne zagadujuce organske materije kao $to su policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici,
dioksini, polihlorovani bifenili i sli¢no.

Sposobnost razgradnje razlicitih toksi¢nih i perzistentnih organskih polutanata
privukla je veliku paZnju nau¢ne javnosti. Uradene su brojne studije koje su imale za
cilj da okarakteriSu ove enzime, ispitaju njihovu aktivnost i utvrde optimalne uslove
njihovog delovanja. Ligninoliticki enzimi gljiva izazivaca bele trulezi i mehanizmi
njihovog delovanja su daleko bolje prouceni u odnosu na druge enzime ukljucene u

razgradnju lignocelulozne biomase i enzime koje produkuju druge grupe gljiva.

4.1. Lakaza

Lakaze su glikoproteini velike molekulske mase, u proseku od 60 do 80kDa i
optimalna pH vrednost njihove aktivnosti varira u opsegu od 3 do 5,7 (Singh, 2006).
Lakaze gljiva su metaloenzimi koji u svom katalitickom centru imaju 4 atoma bakra
(Lundell i sar., 2010). Ovi enzimi katalizuju reakcije oksidacije razli¢itih fenolnih
jedinjenja 1 drugih supstrata sa niskim redoks potencijalom, oduzimaju¢i im jedan
elektron koji prenose na molekularni kiseonik. Za redukciju jednog molekula kiseonika
do vode potreban je prenos 4 elektrona sa enzima, odnosno oksidacija 4 molekula
supstrata, nakon ¢ega se enzim vraca u prvobitno stanje (Lundell i sar., 2010).

Usled relativno niskog redoks potencijala (Uzan i sar., 2010), lakaze mogu
direktno da oksiduju samo fenolne komponente lignina, koje u strukturi lignina
ucestvuju sa 15 do 20% (Barreca i sar., 2003). Zbog toga se smatralo da imaju skromnu
ulogu u razgradnji lignina i da potpuna depolimerizacija lignina pomocu ovih enzima
nije moguca. Medutim, utvrdeno je da vrsta Pycnoporus cinnabarinus moze efikasno i
u potpunosti da depolimerizuje nefenolne komponente lignina, iako je poznato da od
ligninolitickih enzima produkuje samo lakaze 1 ne produkuje ni jedan enzim iz grupe
peroksidaza (Eggert i sar., 1996). Razgradnja nefenolnih komponenti lignina pomoc¢u

lakaze je moguca preko redoks medijatora. To su uglavnom fenolna jedinjenja male
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molekulske mase kao §to su p-hidroksicinaminske kiseline koje su prirodno prisutne u
biljnom materijalu ili fenolni aldehidi, ketoni i Kiseline koje nastaju kao degradacioni
produkti lignina oksidacijom fenilpropanskih monomera (Cafias i Camarero, 2010). Na
taj nacin, produkti direktne kataliticke aktivnosti lakaze, postaju medijatori koji
proSiruju dejstvo ovog enzima na ligninske komponente koje ne moze direktno da
oksiduje. Osim izuzetne nespecifi¢nosti prema supstratu, druga svojstva ovih enzima
koja su od znacaja za njihovu primenu u razli¢itim biotehnologijama su njihova velika
stabilnost, Cinjenica da su to ekstracelularni enzimi, §to olakSava procedure njihovog
precis¢avanja, a posebno Cinjenica da je za njihovu aktivnost potreban samo kiseonik
koji je prisutan u zivotnoj sredini i da nije potrebno obezbedivati kofaktore poput
peroksida, ¢iji je konstantan priliv neophodan za aktivnost peroksidaza (Baldrian,
2006). Neki od primera uspe$ne primene ovih enzima su razgradnja fenolnih jedinjenja
iz vina 1 alkoholnih piéa, razgradnja industrijskih boja u otpadnim vodama tekstilne
industrije, izbeljivanje i uklanjanje lignina iz drvenih vlakana (Lundell i sar., 2010).
Lakaze su enzimi koji su izuzetno Siroko zastupljeni u zivom svetu. Produkuju
ih gotovo sve vrste gljiva izazivaca bele trulezi, a produkuju ih i mnoge vrste gljiva iz
grupe Ascomycota i Deuteromycota (Singh, 2006). Lakaze produkuju i vise biljke kod
kojih ovi enzimi imaju ulogu u sintezi lignina (Boudet, 2000). Produkcija lakaza je
registrovana i kod nekih bakterija (Baldrian, 2006). Primarna uloga lakaza kod gljiva je
razlaganje lignina, ali imaju ulogu i u regulaciji interakcija domacin-patogen, sintezi
pigmenata, odgovoru na stres, detoksifikaciji, regulaciji faza zivotnog ciklusa,
produkciji sporokarpa i sporulaciji (Baldrian, 2006; Singh, 2006). Jedna od lakaza vrste
Pleurotus ostreatus oznacena kao LACCIO izgleda da ima znacajnu ulogu u
vegetativnom rastu gljive, sintetiSe se samo u vegetativnoj fazi, a sinteza se prekida

kada gljiva pocinje da obrazuje sporokarpe (Pezzella i sar., 2013).
4.2. Lignin peroksidaza

Lignin peroksidaze su prvobitno otkrivene kod vrste Phanerochaete
chrysosporium. Naknadnim istrazivanjima je otkriveno da ova vrsta moze da produkuje

i do 15 razlic¢itih formi ovog enzima u zavisnosti od Soja, starosti kulture, sastava

medijuma i uslova kultivacije (Singh, 2006).

36



Lignin peroksidaze su glikozilovani hem proteini znatno manjih molekulskih
masa u odnosu na lakaze, u proseku oko 40kDa. Optimalna pH vrednost za njihovu
aktivnost je od 2,5 do 3,0 (Singh, 2006). U svojoj strukturi imaju hem (protoporfirin 1X)
kao prosteticku grupu (Lundell i sar., 2010). Enzim u stanju mirovanja ima u
prosteti¢koj grupi Fe** katjon. Reakcija oksidacije supstrata koju katalizuje ovaj enzim
se odvija u 3 koraka. Reakcija je inicirana peroksidom, H,O, koji se vezuje za enzim.
Nakon toga dolazi do raskidanja O-O veze u peroksidu, za $ta je neophodan transfer dva
elektrona sa prostetiCke grupe enzima pri ¢emu dolazi do nastanka intermedijera -
kompleks | (Fe**-okso-porfirin-radikal kompleks). U sledeéem koraku dolazi do
redukcije ovog kompleksa | prenosom jednog elektrona sa jednog molekula supstrata,
pri emu nastaje kompleks II, (Fe**-okso-porfirin kompleks) koji se u finalnom koraku
redukuje prenosom jo$ jednog elektrona sa istog ili novog molekula supstrata. Enzim se
tako vrac¢a u prvobitno stanje, uz produkciju dva oksidovana molekula supstrata i dva
molekula vode (Hofrichter, 2002).

Prosteticka grupa lignin peroksidaze se nalazi duboko u srediStu enzima i
komunicira sa spoljasnjom sredinom preko izuzetno uzanog kanala, pa je usled toga
pristup supstrata hemu onemogucen. Detaljnim analizama strukture enzima je utvrdeno
prisustvo hidroksilovanog triptofana na poziciji 171 koji ima ulogu u vezivanju
supstrata i transferu elektrona preko druge aminokiseline do hema (Piontek i sar., 2001).

Tipican supstrat lignin peroksidaze je veratril alkohol, koji se produkuje kao
derivat sekundarnog metabolizma gljiva (Faison i sar., 1986). Ovo jedinjenje, putem
mehanizma produkcije slobodnih radikala, moZe sluZiti kao medijator oksidacije
ligninskih komponenti koje inae nisu supstrat lignin peroksidaze. Uloga visoko
reaktivnih slobodnih radikala u razgradnji lignina je od presudnog znacaja, s obzirom na
¢injenicu da su svi ligninoliti¢ki enzimi, pa i lignin peroksidaza, krupni proteini koji ne
mogu da prolaze kroz pore ¢elijskih zidova usled ¢ega im je jako limitiran direktan
kontakt sa komponentama lignina koje im mogu biti odgovarajuci supstrat (Anastasi i
sar., 2013). Za kontinuiranu aktivnost lignin peroksidaze, kao i svih drugih peroksidaza,
neophodno je kontinuirano snabdevanje peroksidom. Gljive sintetiSu vise vrsta enzima
koji produkuju H,0,, kao $§to su glukozna oksidaza, glioksal oksidaza i arilalkohol

oksidaza i tako podrzavaju aktivnost peroksidaza (ten Have i Teunissen, 2001).
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Lignin peroksidaza je enzim koji ima visok redoks potencijal i moze da oksiduje
nefenolna i fenolna aromati¢na jedinjenja (Wong, 2009). Usled male specifi¢nosti
prema supstratu, lignin peroksidaza moze da razloZi izuzetno raznovrsne komponente
lignina, katalizuje raskidanje veza -O-4, C4-Cj, raskidanje veza bo¢nih lanaca, reakcije
otvaranja prstenova, demetoksilacije i oksidativne dehlorinacije (Singh,2006). Oko 50
do 60% hemijskih veza u ligninu je podlozno razgradnji od strane lignin peroksidaze
(ten Have i Teunissen, 2001). Uzevsi ovo u obzir, kao i ¢injenicu da vecina gljiva
izazivaca bele trulezi produkuje lignin peroksidaze, jasno je da se ovaj enzim smatra
kljuénim za proces razgradnje lignina. Medutim, danas je poznato da sve ligninske
komponente mogu efikasno da razgrade i gljive izazivaci bele trulezi koje ne produkuju

ovaj enzim, poput vrste Pleurotus ostreatus ili Pycnoporus cinnabarinus.
4.3. Mangan peroksidaza

Otkrice lignin peroksidaze kod vrste Phanerochaete chrysosporium podstaklo je
potragu za drugim sliénim ligninolitickim enzimima gljiva. Ubrzo je kod iste vrste
otkriven nov enzim — mangan peroksidaza (ten Have i Teunissen, 2001).

Mangan peroksidaze su glikoproteini koji, kao i lignin peroksidaza, imaju u
svojoj strukturi hem kao prosteti¢ku grupu. Dimenzije ovih enzima variraju u opsegu od
38 do 62,5kDa, a u proseku su oko 45kDa (Hatakka, 1994). Mchanizam kataliticke
aktivnosti ovih enzima je veoma sli¢an mehanizmu lignin peroksidaze. Za inicijaciju
reakcije je neophodno prisustvo H,0,. Klju¢na razlika u odnosu na mehanizam
kataliticke aktivnosti lignin peroksidaze je u redukciji kompleksa I i Il. Za redukciju
kompleksa 1 i Il, da bi se enzim vratio u nativno stanje, apsolutno je neophodno
prisustvo Mn?* katjona. U finalnom koraku kompleks 11 se redukuje prenosom elektrona
sa Mn?* katjona koji prelazi u Mn**. Kompleks I, osim Mn?* katjona, mogu da redukuju
1 neka fenolna jedinjenja, ali za redukciju kompleksa II i zavrSetak katalitickog ciklusa
je neophodan Mn®" katjon (Hofrichter, 2002). Aktivnost ovih peroksidaza je prema
tome zavisna od prisustva Mn?* katjona, pa su po tome i dobile ime. Nedostatak ovih
jona mangana bi predstavljao limitiraju¢i faktor aktivnosti ovih enzima, ali se to u
prirodnim uslovima gotovo nikada ne dogada, s obzirom da su ovi joni prisutni u

znacajnim koncentracijama u lignoceluloznoj biomasi i u zemljiStu (Singh, 2006).
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Mangan peroksidaze imaju nizi redoks potencijal u odnosu na lignin peroksidaze
i u skladu sa tim uzi spektar jedinjenja ¢iju oksidaciju mogu da katalizuju. Mogu
direktno da oksiduju fenolne (Anastasi i sar., 2013), ali ne mogu direktno da oksiduju
nefenolne aromati¢ne strukture lignina (Piontek i sar., 2001). Katjoni Mn**, koji nastaju
kao proizvod kataliticke aktivnosti mangan peroksidaza, stabilizuju se gradenjem helata
sa razlicitim organskim kiselinama, poput oksalne kiseline, koje su derivati
metabolizma gljiva. Ovi helati male molekulske mase difunduju kroz celijski zid i
funkcioniSu kao visoko reaktivni redoks medijatori koji nespecificno napadaju i
oksiduju razli¢ite komponente lignina (Hofrichter, 2002).

Mesto vezivanja supstrata kod mangan peroksidaze se nalazi blizu prosteticke
grupe, pa je mogu¢ direktan transfer elektrona (Martinez i sar., 2005). Ovo mesto
vezivanja supstrata ¢ine 3 aminokiseline, dve glutaminske Kiseline Glu35 i Glu39 i
asparaginska kiselina Asp 179 (ten Have i Teunissen, 2001).

Produkcija mangan peroksidaza je poznata samo kod nekih grupa gljiva iz
razdela Basidiomycota. Mangan peroksidaze produkuju gotovo sve gljiva izazivaca bele
trulezi i mnoge vsrte koje obavljaju razgradnju opalog lis¢a i Sumske stelje (Hofrichter,
2002).

4.4. Verzatilna peroksidaza

Verzatilna peroksidaza je enzim koji je prvi put otkriven kod vrste Pleurotus
eryngii (Martinez i sar., 1996). Kasnije je pronaden i kod nekih drugih vrsta gljiva
izazivaCa bele trulezi. Verzatilne peroksidaze su glikoproteini sa hemom kao
prostetickom grupom i za njihovu kataliticku aktivnost je kao i u slucaju drugih
peroksidaza neophodno prisustvo H;0,. Njihov mehanizam katalitiCke aktivnosti je
takode slican mehanizmu drugih peroksidaza. Sustinski, verzatilne peroksidaze se mogu
opisati kao hibridni enzimi mangan peroksidaze i lignin peroksidaze. Njihova
molekularna arhitektura kombinuje karakteristike ova druga dva enzima (Fisher i Fong,
2014; Pérez-Boada i sar., 2005) i one u svojoj strukturi poseduju oba mesta vezivanja
supstrata, jedno u blizini prosteticke grupe kao kod mangan peroksidaze i drugo na
povrSini enzima sa hidroksilovanim triptofanom preko kojeg se ostvaruje prenos

elektrona od prosteticke grupe preko lanca aminokiselina (Martinez i sar., 2005).
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5. PREDMET I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije su autohtone vrste gljiva
izazivaca bele trulezi. Za potrebe istrazivanja nabavljene su micelije sedam vrsta gljiva
poreklom iz ravnicarskih Suma Republike Srbije - Cyclocybe aegerita, Flammulina
velutipes, Ganoderma lucidum, Ganoderma resinaceum, Lentinus tigrinus, Pleurotus
ostreatus i Trametes versicolor. Sa ovim vrstama su uradeni probni testovi u kojima je
pracen rast i razvoj micelija 1 produkcija ligninoliti¢kih enzima na razli¢itih hranljivim
podlogama. Nakon ovih preliminarnih ispitivanja selektovane su dve ekoloski razli¢ite
vrste za potrebe istrazivanja ove doktorske disertacije, a to su jablanovaca, Cyclocybe
aegerita, vrsta koja se najcesce javlja na determinisanim supstratima — na drvecu iz
rodova Populus sp. ili Salix sp. i ima ograni¢eno rasprostranjenje i bukovaca, Pleurotus
ostreatus, koja je kosmopolitski rasprostranjena i moze biti nadena na razli¢itim
supstratima. Ove dve vrste u prirodi mogu deliti staniSte, pa se postavlja pitanje
delineacije njihovih ekoloskih niSa, naroc€ito u pogledu sistema za razgradnju lignina.

U fokusu istrazivanja ove doktorske disertacije bile su pre svega autohtone vrste
gljiva izazivaca bele trulezi. Na osnovu pregleda dostupne literature moze se izvuci
zakljucak da su istrazivanja u oblasti mikoremedijacije, a posebno mikoremedijacionih
potencijala autohtonih vrsta gljiva u Republici Srbiji malobrojna, pa se ova istrazivanja
mogu smatrati pionirskim.

Eksperimentalnim ispitivanjima sprovedenim pri izradi doktorske disertacije
dobijeni su rezultati koji verifikuju i prosiruju dosadas$nja saznanja o enzimatskim
sistemima gljiva koji su ukljuceni u razgradnju lignocelulozne biomase, a posebno
razumevanju enzimatskih sistema autohtonih vrsta gljiva ukljucenih u razgradnju
lignina i razvoju mikoremedijacije kao inovativne biotehnologije. Rezultati do kojih se
doslo u toku istrazivanja predstavljaju osnovu za dalja istrazivanja u ovoj oblasti i
potencijalno za razvoj modela 1 protokola koji se mogu primeniti u praksi za reSavanje

odredenih problema u zivotnoj sredini.
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5.1. Ciljevi istraZivanja

Mikoremedijacija je biotehnologija koja ima za cilj saniranje zagadenja U
medijumima zivotne sredine upotrebom gljiva i pociva na produkciji efikasnih enzima
od strane tih gljiva. Prilikom definisanja bilo kog mikoremedijacionog projekta, pored
karakterizacije zagadujucih materija i drugih parametara od znacaja za uspesSnost
procesa, neophodno je napraviti i odgovarajucu selekciju gljiva koje ¢e se koristiti u tom
procesu, a koje imaju sposobnost produkcije efikasnih enzima. Cilj istraZivanja ove
doktorske disertacije nije bio realizacija nekog konkretnog mikoremedijacionog
projekta, ve¢ ispitivanje da li odabrane autohtone vrste gljiva produkuju efikasne
enzime i u skladu sa tim, da li imaju potencijal za kori§¢enje u procesima
mikoremedijacije.

Prilikom formulisanja teme i predmeta istrazivanja doktorske disertacije

definisani su slede¢i ciljevi istrazivanja:

1. Molekularna determinacija autohtonih drvorazgraduju¢ih vrsta gljiva koje

poticu iz ravniCarskih Suma Srbije;

2. Determinacija uslova pod kojima izolovane micelije gljiva uspesno rastu na

¢vrstim i te¢nim eksperimentalnim podlogama;

3. Determinacija uslova pod kojima micelije istrazivanih vrsta gljiva izazivaca
bele trulezi produkuju efikasne enzime koji su ukljuceni u razgradnju biljne
biomase u prisustvu razli¢itih komponenti biomase razlicitih vrsta drvenastih
biljaka;

4. lspitivanje mogucnosti da se ovi protokoli primene u praksi;

5. Konacni cilj je procena mikoremedijacionih potencijala odabranih

autohtonih vrsta gljiva izazivaca bele trulezi.
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5.2. Hipotetic¢ki okvir istraZivanja
Generalna hipoteza:

Vrste gljiva izazivaca bele trulezi koje ¢e biti predmet istrazivanja doktorske
disertacije ¢e posedovati enzimske sisteme za razlaganje lignocelulozne biomase koji ¢e
moci da se primenjuju u mikoremedijacionim procesima.

Posebne hipoteze:

1. Enzimski sitemi razliCitih gljiva izazivaca bele trulezi ¢e se razlikovati

kvalitativno, kao i po svojoj efikasnosti.

2. Produkcija enzima ¢e zavisiti od sastava eksperimentalnih medijuma na

kojima gljive izazivaci bele trulezi budu rasle.

3. Ispitivane vrste gljiva ¢e mo¢i u praksi da se koriste za eliminaciju razli¢itih

organskih jedinjenja i polutanata.
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6. MATERIJAL | METODE

6.1. UmnoZavanje i odrZavanje kultura micelija gljiva

Za potrebe istrazivanja i1 eksperimentalnih ispitivanja u cilju izrade ove
doktorske disertacije nabavljene su micelije sedam vrsta gljiva izazivaca bele trulezi.
Sve micelije su izolovane iz sporokarpa sakupljenih u lokalnim Sumama iz okoline Bele
Crkve. To su micelije sledecih vrsta gljiva:

1. Cyclocybe (Agrocybe) aegerita (V. Brig.) Vizzini (2014)

Flammulina velutipes (Curtis) Singer (1951)
Ganoderma lucidum Karst (1881)

2

3

4. Ganoderma resinaceum Boud., (1889)

5. Lentinus tigrinus (Bull.) Fr. (1825)

6. Pleurotus ostreatus (Jacqg. ex Fr.) P.Kumm. (1871)
7

Trametes versicolor (L.) Lloyd (1920)

Kulture izolovanih micelija gljiva su umnozavane i odrzavane u petri kutijama
na ¢vrstom medijumu od sladnog agara koji je pripreman prema slede¢em protokolu:

- 30g ekstrakta slada (malt extract);

- 5g mikoloSkog peptona;

- 15g agara;

- 1000ml destilovane vode.

Ekstrakt slada, pepton i agar su rastvoreni u destilovanoj vodi, dobijeni rastvor je
meSan na magnetnoj mesalici do potpunog rastvaranja svih sastojaka, a potom je
pripremljenom medijumu podesena pH vrednost na 5,5. Nakon toga medijum je
sterilisan u autoklavu na 114°C u trajanju od 30min. Vreli medijum je razlivan u
plasti¢ne petri kutije pre¢nika 10cm u koli€ini od 15ml medijuma po petri kutiji u
sterilnim uslovima u laminarnoj komori. Ohladeni ¢vrsti medijum je u laminarnoj
komori inokulisan micelijama gljiva sa po 3 plaga micelije pre¢nika lcm. Kulture
micelija su inkubirane na sobnoj temperaturi (Slika 6.1.). U cilju odrzavanja kultura

micelija vrSeno je njihovo redovno prenosenje na nove sterilne podloge svakih 30 dana.
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Slika 6.1. — Micelije gljiva u petrijevim kutijama na ¢vrstoj podlozi od sladnog agara

stare 15 dana — a) Pleurotus ostreatus, b) Cyclocybe aegerita.
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Deo kultura micelija je odrzavan i na kosom sladnom agaru koji je pripremljen
prema istom protokolu i izliven u staklene vijale zapremine 20ml. Ovaj medijum je
inokulisan sa po jednim plagom micelije. Nakon inicijalne inkubacije na sobnoj
temperaturi u trajanju od 7 dana, ove kulture micelija su prebacene u frizider gde su
¢uvane na temperaturi od +4°C. Prednost ovakvog ¢uvanja kultura micelija na niskoj
temperaturi je u tome Sto se ove kulture bez prenoSenja na svezu podlogu mogu
odrZavati 1 duze od Sest meseci.

U toku istrazivanja isprobane su i druge vrste medijuma za uzgoj micelija, kao
Sto su teéni medijum od ekstrakta slada i ¢vrsta PDA podloga (Potato Dextrose Agar).
Tecni medijum od ekstrakta slada sadrzao je 15g/1 ekstrakta slada i 5g/1 peptona. Tecni
medijum je izliven u erlenmajere zapremine 100ml u koli¢ini od 50ml. Nakon
sterilizacije u autoklavu na 114°C u trajanju od 30min i hladenja, vr$ena je inokulacija
medijuma sa po 3 plaga micelije precnika lcm u laminarnoj komori. Gotova PDA
podloga proizvodaca Biolife Italiana je pripremana u skladu sa uputstvom. Nakon
sterilizacije u autoklavu, izlivana je u petri kutije @10cm u laminarnoj komori i
inokulisana sa po 3 plaga micelije.

Kulture micelija gljiva koje su nabavljene za potrebe istrazivanja ove doktorske
disertacije se Cuvaju na Institutu za multidisciplinarna istraZivanja Univerziteta u
Beogradu i koriste se u drugim istraZivanjima i koristi¢e se U istrazivanjima buducih

naucno-istrazivackih projekata.

6.2. Izolacija, umnoZavanje i sekvenciranje DNK gljiva

U cilju potvrde taksonomskog statusa gljiva uradena je izolacija DNK iz
micelija. Za izolovanje DNK iz micelija gljiva koris¢en je DNeasy Kit (Qiagen), a
izolacija je izvrSena prema protokolu koji je sastavni deo ovog kita. Izolovana DNK je
umnozavana PCR metodom koris¢enjem standardnih prajmera za gljive — ITS1F i ITS4,
primenom standardnog protokola (Gardes and Bruns, 1993). Produkti PCR
umnozavanja DNK poslati su u Be¢ (Microsyth) na sekvenciranje. Dobijene sekvence
su uporedene sa postoje¢im sekvencama u bazi podataka Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije, NCBI (engl. National Center for Biotechnology

Information).
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6.3. Supstrati

6.3.1. Piljevina

U eksperimentalnim ispitivanjima koris¢ena je piljevina od tri vrste drveta:

- Cer, Quercus cerris L.

- Belatopola, Populus alba L.

- Smrca, Picea sp.

Piljevina je sakupljena nakon seCenja grana zivog drveca motornom testerom.
Grane cera i bele topole prikupljene su iz lokalnih Suma u okolini Obrenovca, a smrce iz
okoline Valjeva. Sakupljena piljevina sastojala se od drvenih ljuski i opiljaka veli¢ine
do 0,5cm. Piljevina je suSena 48 sati na 60°C, nakon toga je kori$§¢ena kao supstrat u
eksperimentalnoj postavci ili za dobijanje druge vrste supstrata - izolovanih cCelijskih

zidova.

6.3.2. Izolovani ¢elijski zidovi

Izolovani ¢elijski zidovi su koriS¢eni kao supstrat u eksperimentalnim
ispitivanjima, a dobijeni su od piljevine koja je prethodno susena 48 sati na 60°C.
Osuseni materijal je potom samleven u prah. 400mg suvog praha je homogenizovano sa
10ml 80% metanola 10 minuta na vorteksu. Homogenat je potom mesan na Sejkeru u
trajanju od 60min pri brzini od 220rpm na sobnoj temperaturi, a potom centrifugiran
Smin na 1500g. Ovaj postupak sa homogenatom je ponovljen jo§ dva puta sa pauzama
od po 15min. U cilju uklanjanja ekstraktiva izvrSeno je ispiranje homogenata u 7 koraka
(Chen i sar., 2000, Strack i sar. 1988) sa po 20ml odredenog rastvora: u prvom koraku
sa 1M NaCl i 0,5% Triton X-100, zatim u dva koraka sa destilovanom vodom, pa dva
koraka sa 100% metanolom i kona¢no u dva koraka sa 100% acetonom. U svakom
koraku uradena je homogenizacija uzorka na vorteksu u trajanju od 10min, potom
mesSanje na Sejkeru u trajanju od 10min pri brzini od 220rpm na sobnoj temperaturi i
centrifugiranje na 1500g u trajanju od 10min. Nakon svakog koraka odlivan je
supernatant i sa¢uvan pelet. Dobijeni izolovani ¢elijski zidovi su na kraju suseni 48 sati

na 60°C (Slika 6.2.).
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Slika 6.2. Piljevina (levo) i izolovani ¢elijski zidovi (desno) — @) cera, b) bele topole i ¢)

smrce.
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6.3.3. DHP — dehidrogenovani polimer koniferil alkohola

Model jedinjenje lignina, dehidrogenovani polimer koniferil alkohola (u daljem
tekstu DHP), sintetisan je prema ranije opisanim protokolima (Freudenberg i Neish,
1968, Wayman i Obiaga 1974, Radotic i sar. 1994, 1998). DHP je sintetisan od koniferil
alkohola pomocu peroksidaze rena kao katalizatora uz istovremeno dodavanje koniferil
alkohola i vodonik-peroksida rastvoru peroksidaze rena. Reakciona smesa se sastojala
od 5mM koniferil alkohola, 5mM H,0, i 2.5x10°M peroksidaze rena u 50mM
fosfatnom puferu na 25°C. Rastvor je meSan 48 sati do zavrSetka reakcije. Dobijeni

talog je ispiran dva puta dejonizovanom vodom, a potom uparavan u vakuumu na 5°C.

6.4. Te¢ni mineralni medijum

U eksperimentalnim ispitivanjima koriS¢en je tecni mineralni medijum
pripremljen prema ranije publikovanoj recepturi (Jovi¢ i sar., 2018). Jedan litar te¢nog

mineralnog medijuma je sadrzao:

- 0.5g NH;NOs3,

- 1g KH,PO,,

- 0.5g MgS0,4 7H,0,

- 0.01g CaCl,2H,0,

- 0.05g CuS0O45H,0,
- 0.03g MnSO4'H,0,

- 0.05g FeSO4 7H,0,
- 0.035g ZnS0O,4 7H,0,
- 0.02g CoS0O47H0,
- 1g ekstrakta kvasca.

Nakon rastvaranja svih komponenti, pH vrednost te¢nog mineralnog medijuma

je podesena na 5,5.
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6.5. Postavka eksperimenta

Eksperimentalni medijumi su postavljeni u erlenmajerima od 100ml i 300ml.
Eksperimentalni medijumi su se sastojali od razli¢itih supstrata, razli¢itih komponenti
biomase (piljevina, izolovani c¢elijski zidovi, DHP) kojima je dodata odgovarajuca

koli¢ina te¢nog mineralnog medijuma.

Tecéni eksperimentalni medijumi sa piljevinom - U erlenmajerima od 300ml

dodato je po 3g piljevine od 3 razliite vrste drveta (svaka vrsta piljevine posebno) i

50ml te¢nog mineralnog medijuma.

Teéni  eksperimentalni medijumi sa izolovanim ¢elijskim zidovima - U

erlenmajerima od 300ml dodato je po 3g izolovanih c¢elijskih zidova od 3 razlicite vrste

drveta (svaka vrsta posebno) i 50ml te¢nog mineralnog medijuma.

Eksperimentalni medijum sa DHP — U erlenmajerima od 100ml dodato je 50mg

DHP i 25ml te¢nog mineralnog medijuma.

Tabela 6.1. — Sematski prikaz eksperimentalne postavke

Cyclocybe aegerita Pleurotus ostreatus
CQP1 CQP2 CQP3 PQP1 PQP2 PQP3
CPP1 CPP2 CPP3 PPP1 PPP2 PPP3
CSP1 CSP2 CSP3 PSP1 PSP2 PSP3
CQw1 CQW2 CQW3 PQW1 PQW?2 PQW3
CPW1 CPW?2 CPW3 PPW1 PPW2 PPW3
Cswi1 Csw2 CSW3 PSW1 PSW2 PSW3
CDHP1 CDHP 2 CDHP 3 PDHP1 PDHP2 PDHP3
Legenda:
Prvaslovna oznaka: P - P. ostreatus C - C. aegerita
Druga oznaka: Q - hrast P - topola S - smrca DHP - DHP
Trec¢a oznaka: P - piljevina W - ¢elijski zid

Peta oznaka: 1,2,3 - broj ponavljanja
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Pripremljeni eksperimentalni medijumi su sterilisani u autoklavu na 114°C u
trajanju od 30min. Nakon hladenja, medijumi su inokulisani u laminarnoj komori sa
svezim, sedam dana starim micelijama vrsta Pleurotus ostreatus i Cyclocybe aegerita,
posebno sa jednom i drugom vrstom gljive. Eksperimentalni medijumi sa piljevinom i
izolovanim ¢elijskim zidovima inokulisani su sa po 6 plagova micelija precnika oko
1cm, a medijum sa DHP-om sa po 2 plaga micelija (Tabela 6.1.). Inokulisani

eksperimentalni medijumi su inkubirani 14 dana u mraku na 30°C (Slike 6.3. — 6.9.).

Tabela 6.2. — Sematski prikaz kontrola u eksperimentalnoj postavci

Kontrole supstrata Legenda
Prva slovna oznaka:
KQP1 KQP2 KQP3 K _ kontrola
KPP1 KPP2 KPP3
Druga slovna oznaka:
KSP1 KSP2 KSP3 Q — hrast P — topola
S — smrca DHP — DHP
KQW1 KQW2 KQWS3
KPW1 KPW?2 KPW3 Trec’a_ s_,IO\{na oznaka: o
P — piljevina W — ¢elijski zid
KSw1 KSW?2 KSW3
1,2,3 — broj ponavljanja
KDHP1 KDHP2 KDHP3
Kontrole gljiva
KC1 KC2 KC3 C — Cyclocybe aegerita
KP1 KP2 KP3 P — Pleurotus ostreatus
Kontrole medijuma

Eksperimentalna postavka je podrazumevala 1 pripremu odgovarajucih kontrola
medijuma, supstrata i gljiva (Tabela 6.2.). Kontrola medijuma je sadrzala 50ml tecnog
mineralnog medijuma, bez dodataka supstrata i micelija. Kontrole supstrata su
pripremljene na isti nacin kao i napred opisani eksperimentalni medijumi, ali nakon

sterilizacije u autoklavu nisu inokulisane micelijama gljiva. Kontrole gljiva su
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pripremljene u erlenmajerima od 300ml i sadrzale su 50ml tecnog mineralnog medijuma
koji je nakon sterilizacije u autoklavu i hladenja inokulisan sa po 6 plagova micelija od
obe vrste gljiva posebno. Pripremljene kontrole su takode inkubirane 14 dana u mraku

na 30°C. Sve kontrole, kao i svi eksperimentalni tretmani su uradeni u tri ponavljanja.

Slika 6.3. — Micelija bukovace (Pleurotus ostreatus) u teénom eksperimentalnom

medijumu sa piljevinom hrasta (levo) i piljevinom topole (desno).
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Slika 6.4. — Micelija jablanovace (Cyclocybe aegerita) u te¢nom eksperimentalnom
medijumu sa piljevinom topole

Slika 6.5. — Micelija jablanovace (Cyclocybe aegerita) u te¢nom eksperimentalnom

medijumu sa piljevinom hrasta
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Slika 6.6. — Micelija jablanovace (Cyclocybe aegerita) u te¢nom eksperimentalnom

medijumu sa ¢éelijskim zidovima smrce

- : . -
e e 2

Slika 6.7. — Micelija jablanovace (Cyclocybe aegerita) u eksperimentalnom medijumu

sa ¢elijskim zidovima topole
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(Cyclocybe aegerita) u eksperimentalnom medijumu

Slika 6.8. — Micelija jablanovace

sa DHP-om

Slika 6.9. — Micelija bukovace (Pleurotus ostreatus) u eksperimentalnom medijumu sa

DHP-om
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6.6. Priprema uzoraka za analizu

Nakon 14 dana inkubacije, erlenmajeri sa eksperimentalnim tretmanima su
muckani na Sejkeru pri brzini od 220rpm na 30°C u trajanju od 30min. Potom je
izvrSeno razdvajanje tecne i ¢vrste faze filtracijom sa filter papirom na vakuum pumpi.
Cvrsta faza na filter papiru je spakovana i Guvana do dalje analize na —20°C u
zamrzivaCu. TeCna faza je centrifugirana na 4185g u trajanju od 30min. Nakon
centrifugiranja je odliveno po 2ml supernatanta koji je spakovan u ependorfice i
zamrznut do dalje analize aktivnosti ligninoliti¢kih enzima na —80°C. Ostatak te¢ne
faze, supernatanta, je prebacen u bocCice za urin zapremine 50ml i liofilizovan. Po
zavrSetku liofilizacije, bocice su zatvorene 1 liofilizovani uzorci su ¢uvani u zamrzivau
na —20°C. Deo liofilizovanih uzoraka je prebacen iz bocica za urin u ependorfice u

kojima je ¢uvan u zamrzivacu do dalje analize (Slika 6.10.).

Slika 6.10. — Deo liofilizovanih uzoraka eksperimentalnih medijuma u ependorficama
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6.7. Odredivanje aktivnosti lakaze

Odredivanje aktivnosti enzima lakaze u uzorcima je uradeno prema prethodno
publikovanom protokolu (Kalra i sar., 2013) baziranom na oksidaciji gvajakola.
Reakciona smesa u ukupnoj zapremini od 1ml je sadrzala:

- 600ul 10mM/1 acetatnog pufera, pH 5.0

- 200ul 2mM/1 gvajakola

- 200ul uzorka

Reakciona smesa je inkubirana na 30°C, a potom je ocitavana apsorbanca na
470nm na spektrofotometru (2501 PC Shimadzu, Japan). Kao blank je pravljena
reakciona sme$a koja je umesto uzorka sadrzala 200ul destilovane vode. AKtivnost
enzima je izraZzena u medunarodnim jedinicama (U), gde je jedna jedinica (1U) jednaka
koli¢ini enzima koja je potrebna za oksidaciju 1pumol gvajakola po minuti. Aktivnost

enzima je raunata prema formuli:

EA=A-V/t-v-g

E.A — aktivnost enzima (U/ml)

A — apsorbanca

V — ukupna zapremina reakcione smese
t — vreme inkubacije

V — zapremina uzorka sa enzimom

€ — ekstinkcioni koeficijent

Racunato je da je ekstinkcioni koeficijent gvajakola € = 6.74 L/mmol-cm, prema

prethodno publikovanom izvestaju (Hosoya, 1960).

6.8. Odredivanje aktivnosti Mn-peroksidaze

Odredivanje aktivnosti enzima mangan peroksidaze u uzorcima je uradeno

prema prethodno publikovanom protokolu (Casciello i sar., 2013) baziranom na
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oksidaciji 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), ili skraceno ABTS (e
= 36,000 M* cm™). Reakciona smesa u ukupnoj zapremini od 1ml je sadrzala:

- 975ul 40mM/I Na-citratnog pufera, pH 4.5

- 5ul 100mM/I ABTS

- Sul MnCl,

- 5ul HyO,

- 10ul uzorka

Reakcija je zapoceta dodavanjem peroksida, nakon Sto su prethodno promeSane
sve ostale komponente. Na spektrofotometru (2501 PC Shimadzu, Japan) pracen je
porast apsorbance na 420nm u trajanju od 3min na 25°C, prema destilovanoj vodi kao
referentnom rastvoru. Jedna jedinica (1U) aktivnosti enzima jednaka je koli¢ini enzima

koja je potrebna za oksidaciju 1umol ABTS po minuti na 25°C.
6.9. Odredivanje aktivnosti lignin peroksidaze

Odredivanje aktivnosti enzima lignin peroksidaze vrSeno je prema ranije
opisanoj proceduri (Archibald, 1992), a koja se bazira na oksidaciji boje azur B (e
= 48.8 L/mmol-cm). Reakciona sme$a u ukupnoj zapremini od 1ml je sadrzala:

- 400ul 125mM/I Na-tartaratnog pufera, pH 3.0

- 200ul 0,26mM/I azur B

- 200ul uzorka

- 200ul H,O,

Reakcija je zapoceta dodavanjem peroksida, nakon $to su prethodno promeSane
sve ostale komponente. Na spektrofotometru (2501 PC Shimadzu, Japan) praceno je
opadanje apsorbance na 651nm u trajanju od 3min u odnosu na destilovanu vodu kao
referentni rastvor. Jedna jedinica (1U) aktivnosti enzima definisana je kao promena

apsorbance za 0,1 jedinicu po minutu po mililitru uzorka.
6.10. Acetil bromidni test

U cilju kvantifikacije lignina u uzorcima eksperimentalnin medijuma sa

piljevinom i izolovanim ¢elijskim zidovima uraden je acetil bromidni test. Piljevina i
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izolovani ¢elijski zidovi su prethodno u fazi pripreme uzoraka filtracijom razdvojeni od
teCne faze i zamrznuti na —20°C u zamrzivacu. Nakon odmrzavanja, suseni su na 60°C u
trajanju od 48 sati. Iz uzoraka piljevine su nakon suSenja izolovani ¢elijski zidovi, a
prema ranije opisanoj proceduri.

Osuseni izolovani ¢elijski zidovi iz eksperimentalnog medijuma, kao i celijski
zidovi izolovani iz eksperimentalnih medijuma sa piljevinom su nakon suSenja
podvrgnuti alkalnoj hidrolizi. Suvi ¢elijski zidovi u koli¢ini od 400mg su suspendovani
u 8ml vodenog 1M NaOH temperature 80°C i inkubirani na sobnoj temperaturi 17
Casova. Hidrolizat je potom dva puta ispiran destilovanom vodom uz mesanje na Sejkeru
pri brzini od 220rpm u trajanju od 10min i nakon toga susen 24 ¢asa na 80°C.

Uzorci hidrolizovanih ¢elijskih zidova u koli¢ini od 2,5mg su preliveni sa 250ul
25% acetil bromidom u glacijalnoj siréetnoj kiselini 1 potom inkubirani 30min na
temperaturi od 70°C. Nakon inkubacije uzorci su brzo ohladeni na ledu, a potom im je
dodato 250ul 2M NaOH. Pripremljena smesa je centrifugirana Smin na 15000g.

Iz ove smese uzeto je 250ul supernatanta kom je dodato 5ul 15M hidroksilamina
I 2495ul glacijalne sir¢etne kiseline. Apsorbancija ovako pripremljene reakcione smese
je odredivana na 280nm na spektrofotometru (2501 PC Shimadzu, Japan).

Kvantifikacija ligninskih monomera je izvrSena pomocu standardne krive sa
koniferil alkoholom kao standardom. Rezultati su izraZeni kao ekvivalentna koli¢ina

koniferil alkohola u miligramima po gramu suve mase.

6.11. Ukupni sadrZaj fenola

Ukupni sadrzaj fenola je odredivan prema Folin-Ciocalteu protokolu (Singleton i
Rossi, 1965) koji je modifikovan od strane Dragisi¢ Maksimovi¢ i Zivanovié (2012).
Modifikovani metod se bazira na redukciji Folinovog reagensa, koji se redukuje pri
oksidaciji fenolnih jedinjenja i daje rastvoru intenzivno plavu boju, ¢iji je intenzitet
proporcionalan koli¢ini fenolnih jedinjenja u rastvoru. Galna kiselina je kori§¢ena kao
standard za kalibraciju standardne krive, a dobijeni rezultati su izraZzeni kao

ekvivalentna koli¢ina galne kiseline u miligramima po gramu sveze mase (mg GA eq-

gl FW).
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Ukupni sadrzaj fenola je odredivan iz liofilizovanih uzoraka eksperimentalnih
medijuma, 10mg liofilizata je rastvoreno u 1ml 100% metanola. Standardni rastvori
napravljeni su rastvaranjem galne kiseline u metanolu u koncentraciji od 0,1 do 2mM.

Standardi 1 uzorci su u koli¢ini od 50ul pomesani sa 0,475ml 0,25N Folinovog
reagensa u mikrotiter plo¢i i ostavljeni da se inkubiraju 3min na sobnoj temperaturi.
Potom je dodato 0,475ml vodenog rastvora 0,2M Na,COs. Pripremljena reakciona
smesa je inkubirana 1 sat na sobnoj temperaturi, a potom je merena apsorbancija na
724nm na spektrofotometru Multiscan® Spectrum (Thermo Electron Corporation,

Vantaa, Finland).

6.12. Ukupni antioksidativni kapacitet

Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta je uradeno prema protokolu sa
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), ili skra¢eno ABTS-om (Arnao i
sar., 1999). Reakciona smeSa se sastojala od 2mM ABTS, 15uM H,0, i 0.25uM
peroksidaze rena u 50mM fosfatnom puferu pH 7.5. Reakcija se bazira na aktivnosti
peroksidaze rena koja u prisustvu vodonik peroksida prevodi ABTS u reaktivni
monokatjonski radikal koji daje zelenu boju rastvoru. U prisustvu antioksidanasa dolazi
do redukcije ABTS radikala usled ¢ega se smanjuje intenzitet zelene boje i dolazi do
obezbojavanja rastvora i posledi¢no do opadanja apsorbancije. Ta promena apsorbancije
je pracena na 730nm na spektrofotometru Multiscan® Spectrum (Thermo Electron
Corporation, Vantaa, Finland).

Askorbinska kiselina je koris¢ena kao standard za kalibraciju standardne krive u
koncentraciji od 0,1 do 0,8mM, a dobijeni rezultati su izrazeni kao ekvivalentna

koligina askorbinske kiseline u miligramima po gramu sveze mase (mg AA eq- g - FW).
6.13. HPLC analiza

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja je uradena metodom
hromatografije obrnutih faza teénom hromatografijom visokih performansi (eng. High

performance liquid chromatography - HPLC). Koris¢eni su liofilizovani uzorci za

HPLC analizu koji su rastvoreni u 100% metanolu u koncentraciji od 10mg/ml. HPLC
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analiza je uradena na Waters HPLC sistemu sa binarnom pumpom, termostatom,
autosemplerom i EMD 1000 detektorom sa jednim analizatorom i ESI izvorom (Waters,
Milford, USA). Razdvajanje je uradeno pomoc¢u Symmetry C-18 RP kolone veli¢ine
125x4,6mm, veli¢ine ¢estica Sum (Waters, Milford, USA). Mobilnu fazu je ¢inio sistem
rastvaraca — 0,1% mravlja kiselina (A) i acetonitril (B). Razdvajanje komponenti je
izvedeno primenom gradijenta: prvih 20min od 10% do 20% B, slede¢ih 10min linearno
povecanje do 40% B, zatim 15min linearnog smanjenja do 10% B uz dodatnih S5min za
ekvilibraciju. Protok mobilne faze je iznosio 1ml/min. Postkolonski delilac protoka
(ASI, Richmond, CA, USA) sa odnosom razdvajanja 5:1 koris¢en je za dobijanje
optimalnog protoka mobilne faze za ESI probu. Parametri jonskog izvora su bili sledeéi:
napon Kkapilare 3,0 kV, napon na konusu -35 V, napon ekstraktora 3,0V i
radiofrekventni napon 0,2V. DAD detektor je koris¢en za detekciju razli¢itih fenolnih
jedinjenja. Temperatura izvora je bila 140°C, a temperatura desolvacije 400°C, uz
protok N, od 5001/h. Za obradu podataka koris¢en je softver Empower 2 (Waters,
Milford, USA).

6.14. PCA analiza

Analiza glavnih komponenti (eng. Principal component analysis - PCA) je
multivarijantna analiza koja predstavlja statistiCki postupak Kkoji omogucuje da se
varijabilnost prikupljenih podataka moze opisati sa svega nekoliko glavnih komponenti,
uz odbacivanje suvi$nih informacija. Analizom se kombinuju medusobno korelisane
varijable u nove setove linearno nekorelisanih varijabli, odnosno glavnih komponenti,
koje imaju maksimalnu varijansu uz minimalan gubitak informacija originalnih
podataka. Proucavanje slicnosti uzoraka moguée je smanjenjem dimenzionalnosti
prostora, odnosno ortogonalnom projekcijom uzoraka na podprostor definisan manjim
brojem glavnih komponenti, najces¢e dve, Sto omogucuje graficku vizuelizaciju i
grupisanje uzoraka prema slicnosti. PCA analiza je primenjena u cilju uocavanja
sli¢nosti u hemijskom sastavu medu uzorcima koji su analizirani HPLC metodom. Ova
metoda je primenjena na hromatograme fenolnih profila uzoraka eksperimentalnih

tretmana koji su dobijeni kao rezultat HPLC analize, gde su u analizi koriS¢ena
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retenciona vremena od 3 do 40 min. Multivarijantna analiza je sprovedena analizom

glavnih komponenti u programu Unscrambler x10.4 (Camo AS, Trondheim, Norway).

6.15. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je uradena dvofaktorskom analizom varijanse
ANOVA u cilju procene uticaja vrste gljive i tipa supstrata na aktivnosti ligninolitickih
enzima, sadrzaja lignina, ukupnog sadrzaja fenola i ukupnog antioksidativnog
kapaciteta. U testovima je koriS§¢en nivo znacajnosti od 5%. Dvofaktorska analiza

varijanse je uradena u programu SPSS 25 (IBM corp.).
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7. REZULTATI | DISKUSIJA

7.1. Rast gljiva na hranljivim podlogama i medijumima

Kulture izolovanih micelija gljiva su umnozavane i1 odrZzavane u petri kutijama
na ¢vrstom medijumu od sladnog agara ili PDA podlogama. Nisu uocene razlike u rastu
gljiva na razli¢itim podlogama, rast svih vrsta je bio obilan i micelije gljiva bi najéesce
u potpunosti prekrile povrsinu ¢vrste podloge za oko 7 dana. Kulture micelija na kosom
agaru koje su ¢uvane na +4°C su se uspes$no razvijale prenoSenjem na svezu podlogu
¢ak 1 nakon godinu dana ¢uvanja u frizideru.

U postavci eksperimenta je koriS¢en te¢ni mineralni medijum, kom su dodati
razli€iti supstrati (piljevina, izolovani ¢elijski zidovi ili DHP), osim u kontrolama gljiva.
U svim eksperimentalnim tretmanima rast gljiva je bio obilan i ujednacen, ¢ak i u
kontrolama gljiva, koje su se sastojale samo od te¢nog mineralnog medijuma
inokulisanog micelijama. Ovo ukazuje da je sadrzaj nutrijenata u medijumima
eksperimentalnih tretmana bio dovoljan za optimalan rast micelija gljiva za vreme

trajanja eksperimenta od 14 dana.

7.2. Analiza DNK gljiva

U cilju potvrde taksonomskog statusa gljiva koje su koriS¢ene u eksperimentu
uradena je izolacija njihove DNK. lIzolovana DNK je umnozavana PCR metodom
koris¢enjem standardnih prajmera za gljive — ITS1F i ITS4. U istrazivanju su koris¢eni
sojevi gljiva oznaceni kao Cyclocybe aegerita Ser 1 i Pleurotus ostreatus Ser 1. Analiza
ITS sekvenci rDNK je potvrdila taksonomski status istrazivanih vrsta. Pozicija
istrazivanih sojeva gljiva je prikazana na filogenetskim stablima na slikama 7.1. 1 7.2.
Dobijene sekvence DNK sojeva se nalaze u Banci gena i zavedene su pod brojevima
OP936994 i OP936995.

Obe istrazivane vrste gljiva su Siroko rasprostranjene u prirodi. Na osnovu
pozicije sojeva u dobijenim filogenetskim stablima, moze se zakljuciti da je soj
Pleurotus ostreatus Ser 1 slian sojevima iz razli¢itih geografskih oblasti. Soj

Cyclocybe aegerita Ser 1 je slican sojevima detektovanim u Hrvatskoj i drugim
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zemljama Evrope, ali razlicit od soja koji je prethodno detektovan u oblasti juzne Srbije,

.....

L

NZ244445 1 Pleurotus ostreatus voucher JFRLB4 {China Jiangxsi
KC685855.1 Pleurotus ostreatus voucher ASDRNA {Switzerland)

Fleurotus ostreatus Ser|

LZ802508.1 Pleurotus ostreatus W3G1 (Vietnam)

MK542530.1 Pleurotus sp. Florida {Florida)

MZ818160.1 Pleurctus populinus voucher Alden Dirks: ACD0152 (YWisconsin)
KL925874 1 Pleurotus floridanus strain abd {india)

EF174450.1 Phlehiopsis gigantea isolate UASYWS0310 (Poland)
Hi1581980.1 Pleurotus sapidus isolate PSYWH {China)

K.CEBE855. 1 Pleurotus ostreatus voucher ASRMNA {Switzerland)
QMNag1712.1 Pleurotus ostreatus Mycoklap 3304 {Indiana)

FJB10170.1 Pleurotus floridanus strain dd08070 {China)

FN173381.1 Pleurotus ostreatus voucher Rlushroom Ohserver 355684 (Arizona)

— AY540323 1 Pleurotus floridanus strain 5040 (China)

1
KP189359.1 Pleurotus sapidus strain Po1 (China)
EUG22250.1 Pleurotus ostreatus isolate RW424 (China)
EUS20127 1 Pleurotus eryngii isolate HyW430 (China)
KF373568.1 Pleurotus floridanus strain LCJ 155 {india)
MH5G9E08.1 Pleurotus ostreatus strain ICKP 11678 {Pakistan)
QOP104101.1 Pleurotus floridanus isolate S1J010 (Mew York)
ONG81421.1 Pleurotus ostreatus isolate 5.0 {Indiana)
MFa83493 1 Pleurotus ostreatus strain FPD s n. {Tenneessee)
QN3T7983.1 Pleurotus ostreatus voucher 10988292 {South Caroling)
KT273377.1 Pleurctus ostreatus voucher URIP31 (Rligeria)(2)
MTa72a00.1 Pleurotus ostreatus isolate JBST1 {Bangladesh)
KT273377.1 Pleurotus ostreatus voucher URIP31 (Nigeria)
OR1212984.1 Pleurotus ostreatus voucher iINAT: 42257418 (\Washington state)
KYb52464.1 Pleurotus ostreatus isolate P48 {South Corea)
847459 1 Pleurotus pulmonarius isolate 52001 (China)
Cyclocybe aegerita Sert

Slika 7.1. — Filogenetsko stablo sa maksimalnom verovatno¢om na osnovu analize ITS

sekvenci Pleurotus ostreatus Ser 1
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— MN530065.1 Cyclocybe aegenta strain CCBAS 753 (Slovakia)
— ONT720274.1 Cyclocybe aegerita voucher UTWDAY 13 (Turkey)

KM260145.1 Cyclocybe cylindracea voucher ANGE318 (ltaly)

—— Cyclocybe aeqgerita Ser1

—— MN530064.1 Cyclocybe aegerita strain CCBAS 677 (France)
57 ——— MN5&30059 1 Cyclocybe aegenta strain CCBAS 318 (Czech Republic)

— MN530060.1 Cyclocybe aegerita strain CCBAS 319 (Bulgaria)
— FN397957 .1 Agrocybe aegerita strain N-82031 (France)
—— FN397956.1 Agrocybe aegerita strain M-0139590 (Spain)

% —— MN530058.1 Cyclocybe aegerita strain CCBAS 317 (Germany)

— MN530057 1 Cyclocybe aegenta strain CCBAS 316 (Austria)

—— MK169225.1 Agrocybe aff. cylindracea voucher CNF 1/7294 (Croatia)
b —— WT573399.1 Cyclocybe sp. isolate Darabkola 20 (Iran)

— FN397959 1 Agrocybe aegerita strain GLM-F013887 (Georgia)

84— MW176087.1 Cyclocybe cylindracea isolate BEOFB1210 (Serbia)

H(Q384317 1 Agrocybe salicacicola strain YAASM0O969 (China)
MN306184.1 Cyclocybe aegerita strain IHI392 (India)
KJ437504.1 Agrocybe aegerita strain YAASMZ2136 (China)

92

— KF640210.1 Agrocybe cylindracea isolate NK2 (China)

87 L——— FMN397963.1 Agrocybe aegerita strain China X

Pleurotus ostreatus Ser1

Slika 7.2. — Filogenetsko stablo sa maksimalnom verovatno¢om na osnovu analize ITS

sekvenci Cyclocybe aegerita Ser 1

7.3. Analiza rezultata merenja aktivnosti lakaze

Odredivanje aktivnosti enzima lakaze u eksperimentalnim tretmanima je
uradeno prema protokolu baziranom na oksidaciji gvajakola (Kalra i sar., 2013).
Rezultati merenja aktivnosti lakaze su prikazani na grafiku 7.1.

Na osnovu prikazanih rezultata jasno je da postoji izuzetno velika razlika u
izmerenoj aktivnosti lakaza dve vrste gljiva, kao i da postoje velike razlike u aktivnosti

enzima u zavisnosti od supstrata u eksperimentalnim tretmanima.
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Grafik 7.1. — Rezultati merenja aktivnosti enzima lakaze (piljevina hrasta — QP, topole —
PP i smrée — SP u mineralnom medijumu, izolovani ¢elijski zidovi hrasta — QW, topole
— PW i smrée — SW u mineralnom medijumu, DHP u mineralnom medijumu — DHP i

kontrola gljiva — K, mineralni medijum)

Kod vrste P. ostreatus je detektovana aktivnost lakaze u kontroli, za razliku od
C. aegerita koja u kontroli nije produkovala ovaj enzim. Izmerene vrednosti aktivnosti
lakaze su znacajno vece u svim eksperimentalnim tretmanima u slucaju vrste P.
ostreatus, osim u eksperimentalnom tretmanu sa piljevinom smrée (SP) i u tretmanu sa
piljevinom topole (PP) u kom nije ni detektovana aktivnost lakaze. U kontrolama
supstrata nisu registrovane aktivnosti lakaze, §to ukazuje da izmerene aktivnosti poticu

od enzima koje su produkovale gljive.
7.4. Analiza rezultata merenja aktivnosti mangan peroksidaze
Odredivanje aktivnosti enzima mangan peroksidaze u eksperimentalnim

tretmanima je uradeno prema protokolu baziranom na oksidaciji ABTS (Casciello i sar.,

2013). Rezultati merenja aktivnosti mangan peroksidaze su prikazani na grafiku 7.2.
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Prikazani rezultati ukazuju na postojanje velikih razlika u aktivnosti enzima
medu gljivama, kao i u zavisnosti od supstrata. Enzimatska aktivnost je zabelezena kod
obe vrste u kontroli, s tim da je aktivnost mangan peroksidaze vrste C. aegerita jedva
merljiva. Aktivnost mangan peroksidaze pokazuje veliku sli¢nost sa rezultatima merenja
aktivnosti lakaze, postoji sli¢an trend koji se ogleda u ¢injenici da P. ostreatus u svim
eksperimentalnim tretmanima pokazuje znacajno vecu aktivnost oSim u slucaju
piljevine smrée (SP) i piljevine topole (PP). U eksperimentalnom tretmanu sa
piljevinom topole nije detektovana aktivnost mangan peroksidaze, kao i u slucaju
merenja aktivnosti lakaze. Aktivnost enzima nije registrovana u kontrolama supstrata,

izmerene aktivnosti poti¢u od enzima gljiva.

120 ~ .
B Pleurotus ostreatus # Cyclocybe aegerita

100

80

Aktivnost mangan-peroksidaze (U/L)

QP PP SP PW SW DHP K

Grafik 7.2. — Rezultati merenja aktivnosti enzima mangan peroksidaze (piljevina hrasta
— QP, topole — PP i smr¢e — SP u mineralnom medijumu, izolovani ¢elijski zidovi hrasta
— QW, topole — PW i smrée — SW u mineralnom medijumu, DHP u mineralnom

medijumu — DHP i kontrola gljiva — K, mineralni medijum)
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7.5. Analiza rezultata merenja aktivnosti lignin peroksidaze

Odredivanje aktivnosti enzima lignin peroksidaze u eksperimentalnim
tretmanima je uradeno prema protokolu Kkoji se bazira na oksidaciji boje azur B
(Archibald, 1992). Rezultati merenja aktivnosti lignin peroksidaze su prikazani na
grafiku 7.3.

Kao i u slu¢aju merenja aktivnosti druga dva ligninoliticka enzima, postoje
izuzetno velike razlike u izmerenim aktivnostima lignin peroksidaze kod dve istrazivane

vrste gljiva, kao i velike razlike uslovljene razli¢itim supstratima.

300 1 8 Pleurotus ostreatus 8 Cyclocybe aegerita
250 A

200 H

150 A

100

50

Aktivnost lignin-peroksidaze (U/L)

o

PW SW DHP K

QP PP sP

Grafik 7.3. — Rezultati merenja aktivnosti enzima lignin peroksidaze (piljevina hrasta —
QP, topole — PP i smr¢e — SP u mineralnom medijumu, izolovani ¢elijski zidovi hrasta —
QW, topole — PW i smrée — SW u mineralnom medijumu, DHP u mineralnom

medijumu — DHP i kontrola gljiva — K, mineralni medijum)
Ni jedna ni druga gljiva nisu produkovale enzime u kontroli. Aktivnost lignin
peroksidaze vrste C. aegerita je detektovana samo u eksperimentalnim tretmanima sa

piljevinom i ¢elijskim zidovima hrasta (QP i QW). Jedva merljiva aktivnost, koja nije
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statisticki znacCajna je detektovana u tretmanu sa piljevinom smrce (SP). lzmerene
aktivnosti lignin peroksidaze su znacajno vece u slucaju vrste P. ostreatus i detektovane
su u svim eksperimentalnim tretmanima, s tim Sto je u tretmanu sa ¢elijskim zidovima
smrée (SW) ta aktivnost jako mala i nije statisti¢ki znacajna. Aktivnost enzima lignin
peroksidaze nije registrovana u kontrolama supstrata, pa je jasno da izmerene aktivnosti
poti¢u od enzima koje su produkovale gljive.

Analizom genoma vrste P. ostreatus nije utvrdeno prisustvo gena za lignin
peroksidazu, §to znaci da ona ne moze produkovati ovaj enzim. Medutim, utvrdeno je
prisustvo gena za sintezu verzatilnih peroksidaza i poznato je da ova gljiva produkuje 3
razli¢ite forme ovog enzima (Fernandez-Fueyo i sar., 2014). Verzatilna peroksidaza je
enzim hibridnih svojstava koji kombinuje karakteristike mangan peroksidaze i lignin
peroksidaze (Mester i Field, 1998; Ruiz-Duenas i Martinez, 2010). Protokol Kkoji se
bazira na oksidaciji boje azur B je jedan od najSire kori$¢enih za utvrdivanje aktivnosti
lignin peroksidaze (Arora i Gill, 2001; Pointing i sar., 2005; Vares i sar., 1995). Sudeci
prema dobijenim rezultatima, ovaj protokol o¢igledno nije dovoljno diskriminativan i ne
moze da razlikuje aktivnost lignin peroksidaze od verzatilne peroksidaze, koja takode
moze da oksiduje azur B (Hibi i sar., 2012), a Kinnunen i sar. (2017) su utvrdili da je
optimalna pH vrednost za aktivnost verzatilne peroksidaze pH 3.0, §to je upravo pH
vrednost eseja sa azur B bojom. U funkcionalnom smislu nema bitne razlike izmedu ova
dva enzima, jer verzatilna peroksidaza moze da katalizuje reakcije istih supstrata kao i

lignin peroksidaza (Garcia-Ruiz i sar., 2014; Hofrichter i sar., 2010).

7.6. Analiza rezultata merenja sadrzaja lignina acetil bromidnim testom

U cilju utvrdivanja sadrzaja lignina u eksperimentalnim tretmanima uraden je
acetil bromidni test. Rezultati su izrazeni kao ekvivalentna koli¢ina koniferil alkohola u
miligramima po gramu suve mase (mgCA/gDW) i prikazani na grafiku 7.4.

U eksperimentalnim tretmanima sa vrstom C. aegerita nisu utvrdene statisticki
Znacajne razlike u odnosu na kontrole supstrata u pogledu ukupnog sadrzaja lignina.
Ovaj rezultat nije iznenadujuci s obzirom na ¢injenicu da ova vrsta pripada grupi gljiva
izazivaCa bele trulezi koje vrSe simultanu razgradnju lignocelulozne biomase. U

pocetnim fazama kolonizacije biomase, ova vrsta prvo razgraduje polisaharidne
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komponente, pre svega celulozu (Wang i sar., 2013), tek u kasnijim fazama pocinje da
razgraduje lignin. U eksperimentu koji su sproveli Liers i sar. (2011), C. aegerita je

zapocela znacajniju razgradnju lignina tek nakon 24 dana inkubacije.

B Pleurotus ostreatus B Cyclocybe aegerita [ Kontrola supstrata
20 ~

[EEN
[e)]
1

[EN
N
1

Sadrzaj lignina (mgCA/gDW)

8 -
4 -
0 -
QP PP SP Qw PW SW
Grafik 7.4. — Prikaz rezultata merenja sadrzaja lignina acetil bromidnim testom

(piljevina hrasta — QP, topole — PP i smré¢e — SP u mineralnom medijumu i izolovani

¢elijski zidovi hrasta — QW, topole — PW i smrée — SW u mineralnom medijumu)

U eksperimentalnim tretmanima sa P. ostreatus na supstratima piljevine i
¢elijskih zidova topole i smr¢e takode nisu registrovane statisticki znacajne razlike u
sadrzaju lignina u odnosu na kontrole supstrata. S obzirom na to da je eksperiment
trajao 14 dana, zabeleZena je inicijalna faza napada gljiva na biomasu. Acetil bromidni
test prikazuje rezultate koji su presek stanja u trenutku okoncanja eksperimenta 1 presek
stanja u ovoj inicijalnoj fazi je omogucio detekciju rapidne razgradnje biomase. Takva
brza degradacija biomase je utvrdena samo u eksperimentalnim tretmanima sa P.

ostreatus gde su supstrati bili piljevina i Celijski zidovi hrasta (QP i QW), gde je
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zabeleZeno statisticki znacajno smanjenje sadrzaja lignina u odnosu na kontrole
supstrata. Registrovana brza degradacija lignina u ovim eksperimentalnim tretmanima

korelira i sa veoma visokom aktivnos$¢u svih ligninoliti¢kih enzima.

7.7. Analiza rezultata merenja ukupnog sadrzaja fenola

Ukupni sadrzaj fenola je odredivan prema Folin-Ciocalteu protokolu (Singleton i
Rossi, 1965), a dobijeni rezultati su izrazeni kao ekvivalentna koli¢ina galne kiseline u
miligramima po gramu sveZe mase (mg GA eq-g* FW). Rezultati merenja ukupnog
sadrzaja fenola su prikazani na grafiku 7.5.

Ukupni sadrzaj fenola u eksperimentalnim tretmanima potice iz viSestrukih
izvora. Izvesna koli¢ina fenolnih jedinjenja potice od tecnog mineralnog medijuma
(Kontrola M), koji je osim smese neorganskih soli, sadrzao i ekstrakt kvasca. Ekstrakt
kvasca je izvor fenolnih jedinjenja u ovom medijumu.

Deo fenolnih jedinjenja poreklom je od metaboli¢kih aktivnosti micelija gljiva.
Poznato je da gljive produkuju fenolna jedinjenja male molekulske mase poput p-
hidroksicinaminske kiseline koja funkcionisu kao redoks medijatori aktivnosti
ligninolitickih enzima (Cafias i Camarero, 2010). Postoji statisti¢ki znacajno veca
koli¢ina ovih fenolnih jedinjenja u kontroli sa vrstom C. aegerita.

Najve¢i deo fenolnih jedinjenja potice od supstrata koriS¢enih u
eksperimentalnim tretmanima. Na osnovu dobijenih rezultata jasno se moZe uociti da je
ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja znato veci u eksperimentalnim tretmanima u kojima
je kao supstrat kori§¢ena piljevina u odnosu na tretmane sa Celijskim zidovima. Takav
rezultat je ocekivan, s obzirom na proceduru izolacije celijskih zidova koja
podrazumeva visestruka ispiranja od ekstraktiva.

Ukupni sadrzaj fenola u svim eksperimentalnim tretmanima je modifikovan
aktivnoS¢u ligninolitickih enzima gljiva. Prema dobijenim rezultatima jasno se moZe
uociti da su koli¢ine fenolnih jedinjenja u eksperimentalnim tretmanima znacajno nize u
odnosu na kontrole supstrata, $to jasno ukazuje na visok stepen degradacije i da su obe
gljive efikasno razgradivale ova jedinjenja. Male koli¢ine fenolnih jedinjenja u svim
eksperimentalnim tretmanima sa gljivama poticu ili od samih gljiva ili su rezultat

degradacije supstrata ligninolitickim enzimima.
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Grafik 7.5. — Prikaz rezultata merenja ukupnog sadrzaja fenola (piljevina hrasta — QP,
topole — PP i smrée — SP u mineralnom medijumu, izolovani celijski zidovi hrasta —
QW, topole — PW i smrée — SW u mineralnom medijumu, DHP u mineralnom

medijumu — DHP i mineralnim medijum — M)

Ukupni sadrzaj fenola je statisti¢ki znaajno nizi u svim eksperimentalnim
tretmanima sa vrstom P. ostreatus, $to upucuje na zakljucak da je ova vrsta efikasnije
razgradivala ova jedinjenja. Izuzetak je jedino eksperimentalni tretman sa piljevinom
topole (PP) koji karakteriSe visok ukupni sadrzaj fenola. lzgleda da u ovom

eksperimentalnom tretmanu sa P. ostreatus nije bilo razgradnje fenolnih jedinjenja.

7.8. Analiza rezultata merenja ukupnog antioksidativnog kapaciteta

Odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta je uradeno prema protokolu sa

ABTS-om (Arnao i sar., 1999). Rezultati su su izrazeni kao ekvivalentna koli¢ina
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askorbinske kiseline u miligramima po gramu sveze mase (mg AA eq- g~ FW).
Rezultati merenja ukupnog antioksidativnog kapaciteta su prikazani na grafiku 7.6.
Antioksidans se moze definisati kao bilo koja supstanca koja, kada je prisutna u
znatno nizoj koncentraciji od supstrata koji moze biti oksidovan, umanjuje ili sprecava
oksidaciju tog supstrata (Bartosz, 2003). To su hemijski izuzetno raznovrsna jedinjenja,
poput razlicitih vitamina, nekih aminokiselina, bilirubina, koenzima Q, a najcesce su to
razli¢ita polifenolna jedinjenja male molekulske mase, koja neutraliSu visoko reaktivne
slobodne radikale i druga oksiduju¢a sredstva. Fenolna jedinjenja su glavni nosioci

antioksidativne aktivnosti gljiva (Guo i sar., 2012).

1.6 1 # Pleurotus ostreatus # Cyclocybe aegerita # Kontrola

TAC (mg AA eq/g FW)

Grafik 7.6. — Prikaz rezultata merenja ukupnog antioksidativnog kapaciteta (piljevina
hrasta — QP, topole — PP i smr¢e — SP u mineralnom medijumu, izolovani éelijski zidovi
hrasta — QW, topole — PW i smré¢e — SW u mineralnom medijumu, DHP u mineralnom

medijumu — DHP i mineralnim medijum — M)

Postoji visok stepen korelacije izmedu dobijenih rezultata merenja ukupnog
antioksidativnog kapaciteta i ukupnog sadrzaja fenola (koeficijent korelacije iznosi

0,97). Najvise izmerene vrednosti ukpnog antioksidativnog kapaciteta su u kontrolama
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supstrata u kojima su detektovane 1 najveée koli¢ine fenolnih jedinjenja.
Eksperimentalni tretmani sa vrstom P. ostreatus odlikuju se nesto nizim vrednostima u
odnosu na tretmane sa C. aegerita ili medu njima nema statisti¢ki znacajnih razlika.
Izuzetak je jedino tretman sa vrstom P. ostreatus sa piljevinom topole (PP) koji
karakteriSe visoka vrednost ukupnog antioksidativnog kapaciteta, $to je takode u
korelaciji sa visokom vredno$éu ukupnog sadrzaja fenola tog eksperimentalnog

tretmana.

7.9. Rezultati HPLC analize

HPLC analizom su detektovana razli¢ita fenolna jedinjenja u eksperimentalnim
tretmanima 1 kao rezultat analize dobijeni su hromatogrami u kojima pojedinacni pikovi
reprezentuju razli¢ita pojedinacna fenolna jedinjenja, a povrSina ispod pikova ukazuje
na njihovu koncentraciju u ispitivanim uzorcima. HPLC analiza nije imala za cilj
identifikaciju svakog pojedina¢nog degradacionog produkta lignina, ve¢ samo da pruzi
uvid u razlike u raznovrsnosti i koli¢ini fenolnih jedinjenja medu eksperimentalnim
tretmanima sa razli¢itim gljivama 1 kontrolama supstrata. Rezultati HPLC analize
prikazani su na graficima 7.7. do 7.14.

Rezultati HPLC analize ukazuju na prisustvo malih koli¢ina fenolnih jedinjenja
u mineralnom medijumu (grafik 7.14.), koji poticu iz ekstrakta kvasca, a koji je sastavni
deo ovog medijuma (M). U poredenju sa medijumom, u kontrolama gljiva (KC i KP)
pojavljuju se brojni pikovi koji se ne poklapaju sa pikovima medijuma $to ukazuje na
prisustvo fenolnih jedinjenja koja su rezultat metabolizma istrazivanih gljiva.

Najveca koli¢ina 1 najvefa raznovrsnost fenolnih jedinjenja je prema
oc¢ekivanjima detektovana u kontrolama piljevine (KQP, KPP i KSP, grafik 7.7., 7.8. i
7.9.). Uocljivo je da je raznovrsnost i koli¢ina ovih jedinjenja znacajno manja u
eksperimentalnim tretmanima sa gljivama, posebno u slucaju vrste P. ostreatus, Sto
jasno ukazuje da su svojim enzimima gljive vrSile razgradnju fenolnih jedinjenja.
Izuzetak je jedino tretman sa piljevinom hrasta (PPP) koji se u znacajnoj meri poklapa
sa kontrolom supstrata (KPP). Prilikom enzimatske oksidacije lignina dolazi do njegove
depolimerizacije 1 oslobadanja razlicitih aromati¢nih jedinjenja (Christopher 1 sar.,

2014; Gall i sar., 2018). Svojim enzimima gljive u daljem procesu razgraduju i te
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degradacione produkte. Izvesna koli¢ina ovih jedinjenja koja je prisutna u tretmanima sa
gljivama potice jednim delom od degradacije lignina i ukazuje na kontinuitet tog
procesa. Drugi deo ovih jedinjenja, koji se moze uociti u vidu pikova koji se ne
poklapaju sa pikovima kontrola supstrata, potice od metabolizma samih gljiva, bilo da je
re¢ o produktima koje gljive luce naj¢esce kao redoks medijatore enzimatske aktivnosti
ili je re¢ o transformaciji degradacionih produkata ligninskih komponenti enzimatskom
aktivnoscu.

Kada su u pitanju eksperimentalni tretmani sa ¢elijskim zidovima (grafik 7.10.,
7.11. 1 7.12.) moze se uociti veoma slican trend kao i kod tretmana sa piljevinom.
Najvece koli¢ine i najveca raznovrsnost fenolnih jedinjenja se mogu uociti u kontrolama
supstrata (KQW, KPW i KSW), ali je njihova raznovrsnost i koli¢ina ipak manja u
poredenju sa kontrolama piljevine, Sto je u skladu sa ocekivanjima, s obzirom na
proceduru izolacije c¢elijskih zidova u toku koje se vrSe viSestruka ispiranja svih
rastvorljivih komponenti lignocelulozne biomase. U tretmanima sa gljivama je uocljivo
da su raznovrsnost i koli¢ine fenolnih jedinjenja znac¢ajno manje Sto ukazuje na njihovu
razgradnju.

Rezultati HPLC analize jasno pokazuju da se znacajna koli¢ina fenolnih
jedinjenja oslobodila iz DHP-a (KDHP, grafik 7.13.). U eksperimentalnim tretmanima
sa gljivama (CDHP i PDHP) raznovrsnost i koli¢ine ovih jedinjenja su znacajno manje,
Sto jasno ukazuje da su gljive skoro u potpunosti razgradile ova jedinjenja.

Rezultati dobijeni HPLC analizom su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim

merenjem ukupnog sadrZaja fenola.
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7.10. Rezultati analize glavnih komponenti (PCA)

PCA analiza je primenjena u cilju uocavanja sli¢nosti u hemijskom sastavu
medu uzorcima koji su analizirani HPLC metodom, pre svega u cilju diferencijacije
fenolnih jedinjenja male molekulske mase u razli¢itim eksperimentalnim tretmanima.
Metoda je primenjena na hromatograme fenolnih profila uzoraka eksperimentalnih
tretmana sa hrastom koji su dobijeni kao rezultat HPLC analize, gde su u analizi
koriS¢ena retenciona vremena od 3 do 40 min. Rezultati PCA analize su prikazani na
grafiku 7.15. Glavne komponente PC1 i PC2 opisuju 50% ukupnih varijacija, pri ¢emu
se 29% odnosi na PC1, a 21% se odnosi na PC2.

PC2 jasno razlikuje uzorke eksperimentalnih tretmana u kojima se nalaze
fenolna jedinjenja poreklom samo od gljiva (kontrole gljiva KC i KP i mineralni
medijum M koji sadrzi ekstrakt kvasca) od svih ostalih eksperimentalnih tretmana koji
sadrze biljni materijal. Najmanja koli¢ina i raznovrsnost ovih jedinjenja je u kontroli sa
vrstom P. ostreatus (KP).

PC1 jasno razlikuje eksperimentalne tretmane u kojima se u mineralnom
medijumu nalazi samo biljni materijal (kontrole supstrata piljevine hrasta KQP i
izolovanih ¢elijskih zidova hrasta KQW) od svih ostalih eksperimentalnih tretmana.
Postoji sli¢nost u sastavu fenolnih jedinjenja oslobodenih u medijumu iz piljevine hrasta
1 izolovanih ¢elijskih zidova hrasta, ali je koli¢ina i1 raznovrsnost ovih jedinjenja
znacajno veca u kontroli piljevine hrasta (KQP). Na osnovu rezultata PCA analize jasno
se moze zakljuciti da u kontrolama navedenih supstrata nema fenolnih jedinjenja koja su
poreklom od gljiva. Na osnovu prikaza rezultata PCA analize moze se uociti
grupisanost uzoraka eksperimentalnih tretmana sa gljivama na biljnom materijalu, sto
ukazuje na produkciju veoma sli¢nih degradacionih produkata lignina. Moze se uociti
da je koli¢ina i1 raznovrsnost fenolnih jedinjenja znacajno veca u tretmanima sa
piljevinom hrasta (CQP i PQP) u odnosu na tretmane sa izolovanim ¢elijskim zidovima
hrasta (CQW 1 PQW). Iako postoji slicnost u sastavu fenolnih jedinjenja, znac¢ajno veca
raznovrsnost se moze uociti u tretmanima sa vrstom C. aegerita. Najmanja koli¢ina i
raznovrsnost fenolnih jedinjenja je zabeleZena u eksperimentalnom tretmanu sa P.
ostreatus u medijumu sa izolovanim celijskim zidovima hrasta (PQW), §to jasno

ukazuje da ova vrsta veoma efikasno i neselektivno razgraduje fenolna jedinjenja.
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Grafik 7.15. — Prikaz rezultata analize glavnih komponenti (PCA) hromatograma
razli¢itih eksperimentalnih tretmana sa piljevinom i ¢elijskim zidovima hrasta — A i
prikaz opterec¢enja Koji pokazuje koje varijable uglavnom definisu prve dve glavne
komponente — B (M — mineralni medijum, KC — kontrola C. aegerita, KP — kontrola P.
ostreatus, kontrole supstrata piljevine hrasta — KQP i ¢elijskih zidova hrasta — KQW, C.
aegerita na piljevini hrasta — CQP i ¢elijskim zidovima hrasta — CQW i P. ostreatus na

piljevini hrasta — PQP i ¢elijskim zidovima hrasta — PQW).
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7.11. Analiza rezultata kontrola gljiva i medijuma

Na osnovu merenja ukupnog sadrzaja fenola (grafik 7.5.), PCA i HPLC analize
(grafik 7.14. i 7.15.) jasno je utvrdeno prisustvo fenolnih jedinjenja u mineralnom
medijumu (M). S obzirom na sastav medijuma, fenolna jedinjenja mogu poticati jedino
od ekstrakta kvasca. Obe vrste istrazivanih gljiva su razgradivale neka od ovih
jedinjenja, ali znacajno veci stepen razgradnje se moze uociti kod vrste P. ostreatus
(KP). Ovaj rezultat je u skladu i sa izmerenim aktivnostima enzima. Za razliku od C.
aegerita koja u kontroli (KC) nije produkovala ligninoliticke enzime (detektovana je
samo izuzetno mala aktivnost mangan peroksidaze koja nije statisticki znacajna), P
ostreatus je produkovala manje koli¢ine lakaze i mangan peroksidaze (grafik 7.1.17.2.).

Na grafiku 7.14. se jasno mogu uociti brojni pikovi u kontrolama gljiva koji ne
postoje u kontroli medijuma S§to jasno ukazuje na produkciju fenolnih jedinjenja od
strane istrazivanih vrsta gljiva, pri ¢emu su koliine i raznovrsnost ovih jedinjenja
znacajno vece u slucaju vrste C. aegerita (grafik 7.15.), a $to potvrduju i rezultati

merenja ukupnog sadrzaja fenola.

7.12. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa piljevinom hrasta

Za vreme sterilizacije 1 inkubacije u trajanju od 14 dana, doslo je do oslobadanja
znacajnih koli¢ina raznovrsnih fenolnih jedinjenja iz piljevine hrasta u medijum, §to je
utvrdeno merenjem ukupnog sadrZaja fenola (grafik 7.5) 1 potvrdeno HPLC analizom
(grafik 7.7.). Koli¢ine ovih jedinjenja su zna€ajno niZe u eksperimentalnim tretmanima
sa obe vrste gljive, pri ¢emu su neSto nize kod vrste P. ostreatus. Obe vrste su
produkovale sve tri vrste ligninoliti¢kih enzima (grafik 7.1., 7.2. i 7.3.) koje su pracene
u ovom istrazivanju, ali je zabeleZena izuzetno velika razlika u enzimatskoj aktivnosti.

Kod vrste C. aegerita (CQP) zabeleZena je mala aktivnost svih enzima, $to
oc¢igledno nije bilo dovoljno za depolimerizaciju znacajnije koli¢ine lignina. Ovo
potvrduju i dobijeni rezultati merenja sadrzaja lignina acetil bromidnim testom (grafik
7.4.) koji ukazuju da nema statisti¢ki znacajne razlike u sadrzaju lignina piljevine hrasta
u odnosu na kontrolu. S druge strane, P. ostreatus je produkovala velike koli¢ine

enzima i zabelezene su veoma visoke aktivnosti sva tri enzima (PQP). Rezultati merenja
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sadrzaja lignina acetil bromidnim testom jasno pokazuju statisticki znacajno smanjenje
sadrzaja lignina u piljevini hrasta. S obzirom da su merenja vrS§ena nakon samo 14 dana
inkubacije, namece se zakljucak da je vrsta P. ostreatus sposobna za veoma brzu i

efikasnu razgradnju ponudenog supstrata.

7.13. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa piljevinom topole

Velika koli¢ina raznovrsnih fenolnih jedinjenja je utvrdena u kontroli supstrata
piljevine topole (KPP) na osnovu rezultata merenja ukupnog sadrzaja fenola (grafik
7.5.) 1 HPLC analize (grafik 7.8.).

Utvrdena je znaCajno manja raznovrsnost 1 koli¢ina ovih jedinjenja u
eksperimentalnom tretmanu sa vrstom C. aegerita (CPP). U ovom tretmanu su
registrovane izuzetno visoke aktivnosti enzima lakaze i mangan peroksidaze (grafik 7.1.
1 7.2.), dok aktivnost lignin peroksidaze nije zabelezena (grafik 7.3.). Medutim, i pored
jako visoke aktivnosti dva ligninoliticka enzima, acetil bromidnim testom nije utvrdena
statisti¢ki znac¢ajna promena u koli¢ini lignina u piljevini topole u odnosu na kontrolu
supstrata. Drvo topole je prirodni supstrat za vrstu C. aegerita, ona se u prirodi najcesce
javlja upravo na korenovima i panjevima razli¢itih vrsta topola i vrba (Uhart i Alberto,
2007), pa bi se mogla ocekivati upravo najveca efikasnost razgradnje ovog supstrata
produkcijom visokih aktivnosti svih ligninolitickih enzima. Produkcija lignin
peroksidaze od strane ove vrste je zabelezena u prethodnim istrazivanjima (Shantaveera
Swamy i Ramalingappa, 2015; Vipotnik i sar., 2021), aktivnost ovog enzima je
konstatovana i u ovom istrazivanju, ali na drugim supstratima. U prethodnim
istrazivanjima je utvrdeno da C. aegerita u inicijalnoj fazi razvoja razgraduje
polisaharidne komponente biomase, kao i manje koli¢ine oslobodenih aromati¢nih
jedinjenja, a da do znacajnije razgradnje lignina dolazi tek u kasnijim fazama razvoja
(Liers i sar., 2011). Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da enzimatski sistem vrste C.
aegerita nije dovoljno efikasan za brzu depolimerizaciju lignina.

Vrlo su interesantni rezultati dobijeni za eksperimentalni tretman sa vrstom P.
ostreatus na piljevini topole (PPP), koji ukazuju na potpuno drugaciju strategiju
razgradnje ovog supstrata. U ovom tretmanu merenjem ukupnog sadrzaja fenola (grafik

7.5.) registrovana je velika koli¢ina fenolnih jedinjenja uporediva sa koli¢inom ovih

86



jedinjenja u kontroli supstrata. Hromatogram ovog tretmana dobijen HPLC analizom
pokazuje znaajno poklapanje sa hromatogramom kontrole susptrata (grafik 7.8.).
Dobijeni rezultati ukazuju da P. ostreatus uopste nije razgradivala fenolna jedinjenja u
ovom eksperimentalnom tretmanu. Dodatni dokaz za ovakvo tumacenje dobijenih
rezultata predstavlja i ¢injenica da ova gljiva u ovom tretmanu nije produkovala ni
lakazu ni mangan peroksidazu, enzime koji su odgovorni za razgradnju pre svega
fenolnih komponenti lignina. Medutim, registrovana je visoka aktivnost enzima lignin
peroksidaze, odnosno, u sluc¢aju P. ostreatus verzatilne peroksidaze (Grafik 7.3.).
Prethodna istrazivanja ukazuju na izvesnu selektivnost vrste P. ostreatus u izboru
supstrata, koja radije izvlaci nutrijente razlaganjem aromatiénih komponenti lignina,
nego iz polisaharidnih komponenti (Bezalel i sar., 1996; Hadar i sar, 1993). Cini se da je
ta selektivnost registrovana i u ovom sluc¢aju i1 da je mozda otisla i korak dalje, jer je
usled visoke aktivnosti ovog enzima razgradivala uglavhom samo nefenolne
komponente lignina, dok su fenolne komponente ostale gotovo netaknute. Medutim, i
pored visoke aktivnosti ovog enzima, acetil bromidnim testom nije registrovana
statisticki znaCajna promena sadrzaja lignina u piljevini topole. lzgleda da visoka
aktivnost samo ovog jednog enzima ipak nije dovoljna za rapidnu depolimerizaciju

lignina.

7.14. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa piljevinom smrce

Kao 1 u prethodnim slucajevima sa piljevinom hrasta 1 topole, i u slucaju
eksperimentalnih tretmana sa piljevinom smrée u kontroli supstrata (KSP) su
registrovane visoke koncentracije raznovrsnih fenolnih jedinjenja merenjem ukupnog
sadrzaja fenola (grafik 7.5.) i HPLC analizom (grafik 7.9.). Znacajno je manja koli¢ina i
raznovrsnost ovih jedinjenja u tretmanima sa gljivama, pri ¢emu je u slucaju vrste P.
ostreatus statisti¢ki znacajno manja koli¢ina ovih jedinjenja u odnosu na tretman sa C.
aegerita.

U tretmanu sa vrstom C. aegerita (CSP) je registrovana izuzetno visoka
aktivnost enzima lakaze, znatno veca nego kod P. ostreatus, nesto manja aktivnost

mangan peroksidaze, dok je samo u tragovima registrovana aktivnost lignin
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peroksidaze, koja nije statisticki znacajna. Nije registrovano statisticki znacajno
smanjenje sadrzaja lignina u piljevini smrce acetil bromidnim testom.

Produkcija enzima u tretmanu sa vrstom P. ostreatus (PSP) je bila izuzetno
visoka i zabelezena je aktivnost sva tri enzima koja su pra¢ena u ovom istraZivanju.
Izmerene vrednosti aktivnosti enzima su uporedive sa produkcijom enzima u
eksperimentalnom tretmanu sa piljevinom hrasta. Medutim, i pored visoke aktivnosti
sva tri enzima, acetil bromidnim testom nije registrovana statisticki znacajna promena
sadrZzaja lignina u piljevini smrée u odnosu na kontrolu supstrata. Vecina vrsta gljiva
izazivaca bele trulezi se u prirodi razvija na tvrdom drvetu skrivenosemenica, veoma
retko se javljaju i izuzetno su retke vrste koje se isklju¢ivo razvijaju na mekom drvetu
Cetinara, kakvo karakteriSe i smrcu. Lignin mekog drveta cetinara je izgraden u
najve¢em procentu od monomera koniferil alkohola, koji omoguéuje stvaranje znatno
razgranatijih polimera lignina u odnosu na lignin tvrdog drveta i ima znatno ve¢i udeo
C-C veza (Liao i sar., 2020). Meko drvo Cetinara ima veci procenat lignina koji je
kompaktniji i ima znatno manje pore (MacDonald i sar., 2011), §to uti¢e na njegovu
vecu stabilnost 1 tezu 1 sporiju razgradnju. Zato i1 pored visoke produkcije ligninolitickih

enzima nije detektovana brza razgradnja lignina u piljevini smrce.

7.15. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa ¢elijskim zidovima hrasta

Iako je tokom procedure izolacije ¢elijskih zidova biljni materijal visestruko
ispiran, tokom sterilizacije i inkubacije u trajanju od 14 dana doslo je do oslobadanja
znacajnih koli¢ina fenolnih jedinjenja iz izolovanih ¢elijskih zidova hrasta u medijumu
(KQW), ali koje su ipak znacajno nize u poredenju sa tretmanom sa piljevinom hrasta
(grafik 7.5.). Obe vrste gljiva su produkovale sve tri vrste ligninolitickih enzima i
uspesno razgradivale ova jedinjenja (grafik 7.1., 7.2., 7.3.17.10.).

U eksperimentalnom tretmanu sa vrstom C. aegerita (CQW) izmerene su
relativno niske aktivnosti lakaze i mangan peroksidaze, ali i nesto vec¢a aktivnost enzima
lignin peroksidaze. Nije registrovana statisticki znacajna promena sadrzaja lignina u
izolovanim celijskim zidovima hrasta u odnosu na kontrolu supstrata acetil bromidnim

testom. C. aegerita je uspesno razgradivala u medijumu rastvorena fenolna jedinjenja,
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ali nije uspela da u kratkom vremenskom periodu degradira lignin u koli¢ini koja bi se
mogla detektovati acetil bromidnim testom.

Izuzetno visoka aktivnost svih enzima je konstatovana u eksperimentalnom
tretmanu sa vrstom P. ostreatus (PQW). Produkcija svih enzima u ovom tretmanu sa
izolovanim ¢elijskim zidovima hrasta je statisticki znac¢ajno veca u odnosu na tretman sa
piljevinom hrasta. Moguce objasnjenje ovako visoke aktivnosti enzima mogla bi biti
veca izlozenost lignocelulozne biomase koja je u procesu visSestrukog ispiranja
oslobodena od razli¢itih ekstraktiva 1 usled toga je podloZnija lakSem napadu enzima
(Stefanovi¢ i sar., 2023). Acetil bromidnim testom je registrovano statisticki znacajno
smanjenje sadrzaja lignina u izolovanim c¢elijskim zidovima hrasta. Kao i u slucaju sa
piljevinom hrasta i u ovom eksperimentalnom tretmanu je detektovana sposobnost

rapidne depolimerizacije lignina od strane vrste P. ostreatus.

7.16. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa ¢éelijskim zidovima topole

U kontroli supstrata sa izolovanim celijskim zidovima topole (KPW) je
konstatovano prisustvo razli¢itih fenolnih jedinjenja (grafik 7.5. 1 7.11.), ali je njihova
raznovrsnost 1 koli¢ina znacajno niza u poredenju sa tretmanom sa piljevinom topole. U
tretmanima sa gljivama koli¢ina 1 raznovrsnost ovih jedinjenja je znafajno manja,
posebno u slucaju vrste P. ostreatus.

U eksperimentalnom tretmanu sa vrstom C. aegerita (CPW) izmerene su
iznenadujuce niske aktivnosti enzima lakaze 1 mangan peroksidaze, visestruko manje u
odnosu na rekordne aktivnosti ovih enzima u tretmanu sa piljevinom topole. Aktivnost
lignin peroksidaze nije registrovana, kao i u slucaju tretmana sa piljevinom topole.
Kljucna razlika izmedu medijuma sa piljevinom topole i izolovanim ¢elijskim zidovima
topole je u znacajno manjoj raznovrsnosti fenolnih i drugih u medijumu rastvorenih
jedinjenja koja su uklonjena u procesu izolacije ¢elijskih zidova. Moguce je da neka od
tih jedinjenja deluju stimulativno na produkciju ligninolitickih enzima ili funkcioni$u
kao redoks medijatori njihove aktivnosti, pa bi odsustvo tih jedinjenja u tretmanu sa
izolovanim ¢elijskim zidovima topole moglo biti objaSnjenje male enzimatske
aktivnosti u ovom tretmanu. Na hromatograma ovog tretmana (CPW, grafik 7.11.) jasno

se moze uociti produkcija nekoliko fenolnih jedinjenja od strane vrste C. aegerita koja
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nisu bila prisutna u kontroli supstrata, a od kojih bi neka mozda imala ulogu redoks
medijatora u kasnijoj fazi depolimerizacije ligninskih komponenti. Usled male
aktivnosti enzima potpuno je ocekivan rezultat acetil bromidnog testa koji nije
registrovao promene u sadrzaju lignina u izolovanim celijskim zidovima topole.
Rezultati ovog tretmana sa izolovanim ¢elijskim zidovima potvrduju tezu da je C.
aegerita u inicijalnoj fazi napada na biomasu fokusirana pre svega na razgradnju
polisaharidnih komponenti biomase.

Rezultati koji su dobijeni za tretman sa vrstom P. ostreatus (PPW) na prvi
pogled se znacajno razlikuju od rezultata tretmana sa piljevinom topole. U tretmanu sa
piljevinom topole P. ostreatus je produkovala samo enzim lignin peroksidazu (odnosno
verzatilnu peroksidazu), registrovana je jako visoka aktivnost ovog enzima i uocena je
potpuno drugacija strategija razgradnje biomase, jer nije bilo razgradnje fenolnih
komponenti. | u ovom tretmanu je registrovana visoka produkcija istog enzima, ali su
registrovane i veoma visoke aktivnosti enzima lakaze i mangan peroksidaze. | pored
izmerenih visokih aktivnosti sva tri enzima, acetil bromidnim testom nije registrovana
rapidna depolimerizacija lignina, s obzirom da nema statisticki znac¢jnog smanjenja
sadrzaja lignina u izolovanim ¢elijskim zidovima topole u odnosu na kontrolu supstrata.
Moguce je da je i u slucaju ovog supstrata, kao i u slu¢aju gde je supstrat bila piljevina
topole, vrSena samo razgradnja nefenolnih komponenti lignina, dok su lakaza 1 mangan
peroksidaza obavljale razgradnju pre svega fenolnih komponenti rastvorenih u
medijumu. Ovome u prilog ide ¢injenica da hromatogram ovog tretmana (PPW, grafik
7.11.) izgleda gotovo kao potpuno ravna linija $to ukazuje da su gotovo sva fenolna

jedinjenja skoro u potpunosti razgradena.

7.17. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa éelijskim zidovima smrce

Kao i u slucaju sa drugim tretmanima sa celijskim zidovima, i u kontroli sa
izolovanim ¢elijskim zidovima smrce (KSW) registrovane su znacajne koli¢ine fenolnih
jedinjenja, ali koje su ipak znac¢ajno manje u odnosu na tretmane sa piljevinom (grafik
7.5. 1 7.12.) . Sadrzaj ovih jedinjenja je znacajno manji u tretmanima sa gljivama, a

posebno u slucaju vrste P. ostreatus.
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Obe gljive su produkovale enzime lakazu i mangan peroksidazu, pri cemu su
izmerene aktivnosti ovih enzima znacajno vece u eksperimentalnom tretmanu sa vrstom
P. ostreatus, kod koje je u tragovima zabeleZena i aktivnost lignin peroksidaze, odnosno
verzatilne peroksidaze. Raznovrsnost i koli¢ina fenolnih jedinjenja su u skladu sa
ocekivanjima prema produkciji enzima, pa su vrednosti merenja ukupnog sadrzaja
fenola znacajno nize u slucaju vrste P. ostreatus. Acetil bromidnim testom nije
registrovano statisticki znacajno smanjenje sadrzaja lignina u izolovanim celijskim
zidovima smrce, Nni u tretmanu sa vrstom C. aegerita, ni u tretmanu sa P. ostreatus. Kod
obe vrste gljiva u ovim tretmanima su registrovane znacajno manje aktivnosti svih
enzima u poredenju sa tretmanima sa piljevinom smrée. Razgradnja mekog drveta
Cetinara gljivama izaziva¢ima bele truleZi je zbog prirode lignina nesto sporija (Liao i
sar., 2020; MacDonald i sar., 2011), a ¢ini se da je razgradnja izolovanih celijskih
zidova dodatno otezana usled odsustva razliCitih jedinjenja, medu kojima ima
potencijalnih redoks medijatora, a koja su eliminisana u procesu ispiranja u proceduri

izolacije ¢elijskih zidova.

7.18. Analiza rezultata eksperimentalnih tretmana sa DHP-om

U kontroli supstrata sa sintetickim polimerom DHP-om (KDHP) nakon
sterilizacije 1 inkubacije od 14 dana u medijumu je konstatovano prisustvo znacajnih
koli¢ina fenolnih jedinjenja merenjem ukupnog sadrzaja fenola (grafik 7.5.) i HPLC
analizom (grafik 7.13.). Obe vrste gljiva su efiksno razgradivale ova jedinjenja, pri
¢emu rezultat merenja ukupnog sadrzaja fenola pokazuje da je u tretmanu sa vrstom P.
ostreatus (PDHP) znacajno manji sadrzaj ovih jedinjenja. Ni jedna ni druga gljiva nisu
produkovale lignin peroksidazu, $to ukazuje da ovaj enzim nije neophodan za
razgradnju DHP-a. U eksperimentalnom tretmanu sa vrstom P. ostreatus su registrovane
znacajno vece aktivnosti enzima lakaze i mangan peroksidaze (grafik 7.1. 1 7.2.) u
odnosu na tretman sa vrstom C. aegerita. lzmerena aktivnost mangan peroksidaze u
tretmanu sa vrstom C. aegerita se ne razlikuje statisti¢i znacajno u odnosu na aktivnost
ovog enzima izmerenu u kontroli gljive, pa se moze zakljuciti da ni ovaj enzim nije
neophodan za razgradnju DHP-a (Stefanovi¢ i sar., 2023). Na osnovu dobijenih

rezultata namece se zakljuc¢ak da je za potpunu razgradnju ovog sintetickog polimera
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dovoljna aktivnost enzima lakaze. Prethodna istrazivanja ukazuju da je za efikasnu
razgradnju DHP-a neophodna aktivnost enzima lignin peroksidaze i mangan
peroksidaze (Hatakka, 1994). Medutim, Eggert i sar. (1996) su u sprovedenom
istrazivanju sa vrstom Pycnoporus cinnabarinus pokazali da enzim lakaza ove vrste
moze efikasno da razgraduje ove sinteticke polimere koniferil alkohola i da za njihovu
potpunu razgradnju nije neophodna aktivnost drugih ligninoliti¢kih enzima, koje ova

vrsta ne produkuje.
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8. ZAKLJUCAK

Mikoremedijacija je biotehnologija koja ima za cilj da pomoc¢u gljiva ukloni
zagadenje 1 otpad iz Zivotne sredine i bazira se na produkciji efikasnih enzima od strane
gljiva koji mogu da razgrade raznovrsne zagaduju¢e materije. Posebno visok
mikoremedijacioni potencijal imaju gljive izaziva¢i bele trulezi koje produkuju
ligninoliticke enzime. Ovi enzimi se odlikuju malom specifi¢no$¢u prema supstratu, pa
mogu da razgrade 1 veoma raznovrsne organske zagadujuce materije. Medutim, razlicite
vrste ovih gljiva se medusobno razlikuju i po svojim biorazgradivim sistemima, dok
neke produkuju samo jedan, druge produkuju vise razlicitih ligninolitickih enzima, a
njihova aktivnost varira i u zavisnosti od uslova Zzivotne sredine, Sto uslovljava
postojanje znacajnih razlika u mikoremedijacionim potencijalima razli¢itih vrsta gljiva.

U ovom istrazivanju su poredena dva autohtona soja gljiva izazivaca bele truleZi,
Cyclocybe aegerita Ser 1 i Pleurotus ostreatus Ser 1, poreklom iz ravnicarskih Suma
Srbije, u cilju procene njihovih mikoremedijacionih potencijala. U toku istrazivanja
uradena je analiza DNK istrazivanih sojeva u cilju potvrde njihovog taksonomskog
statusa i dobijeni rezultati su potvrdili da su obe vrste korektno identifikovane. Kulture
micelija istraZivanih vrsta gljiva su uspeSno umnoZavane i odrZavane ra razliCitim
¢vrstim podlogama u petri kutijama. U eksperimentu su kulture micelija inkubirane 14
dana na 30°C u te¢nom mineralnom medijumu sa dodatkom razliitih supstrata,
komponentama biljne biomase od razli¢itih drvenastih vrsta 1 registrovan je optimalan 1
ujednacen porast micelija u svim ekperimentalnim tretmanima. U istrazivanju je
pracena produkcija i aktivnost ligninolitickih enzima, njihova sposobnost degradacije
razli¢itih fenolnih jedinjenja male molekulske mase i sposobnost brze razgradnje lignina
in vitro u te¢nim kulturama na razli¢itim supstratima.

Prema rezultatima koji su dobijeni u ovom istraZivanju moze se konstatovati da
su obe vrste istrazivanih gljiva u eksperimentalnim uslovima produkovale efikasne
enzime koji imaju ulogu u razgradnji lignocelulozne biomase. Mogu se zapaziti
izuzetno velike kvalitativne i kvantitativne razlike u aktivnosti produkovanih
ligninolitickih enzima kod ove dve vrste gljiva. Kod vrste C. aegerita je uocljiva
izuzetno velika varijabilnost u produkciji sva tri ligninoliticka enzima koja su pracena u

ovom istrazivanju u zavisnosti od supstrata. Postoje znacajno manje oscilacije u
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aktivnosti ovih enzima kod vrste P. ostreatus, njihova produkcija je znacajno stabilnija,
a zabelezena je znacajna produkcija enzima ¢ak i u odsustvu supstrata, za razliku od
vrste C. aegerita. P. ostreatus je produkovala lignin peroksidazu, odnosno verzatilnu
peroksidazu u svim eksperimentalnim tretmanima sa lignoceluloznom biomasom, dok je
produkcija lignin peroksidaze kod vrtse C. aegerita registrovana samo u tretmanima sa
supstratima poreklom od hrasta. Kod obe vrste moZe se uociti da postoji znacajna
korelacija u produkciji enzima lakaza i mangan peroksidaza. U gotovo svim
eksperimentalnim tretmanima je zabeleZena statisticki znacajno veca aktivnost svih
ligninoliti¢kih enzima vrste P. ostreatus u odnosu na vrstu C. aegerita.

Obe vrste su veoma efikasno razgradivale razli¢ita fenolna jedinjenja male
molekulske mase koja su se oslobodila iz supstrata i medijuma u toku sterilizacije i
inkubacije u trajanju od 14 dana, Sto se moze zakljuciti na osnovu merenja ukupnog
sadrzaja fenola. Medutim, moze se jasno uociti da je koli¢ina i raznovrsnost ovih
jedinjenja u eksperimentalnim tretmanima sa vrstom P. ostreatus zna¢ajno manja u
odnosu na tretmane sa vrstom C. aegerita, §to upucuje na zakljucak da je ova vrsta
efikasnije razgradivala ova jedinjenja. Registrovana je veca raznovrsnost i koliina
fenolnih jedinjenja koja su produkti micelija gljiva u tretmanima sa vrstom C. aegerita.
Ostaje pitanje da li je micelija C. aegerita zaista produkovala veée koli¢ine ovih
jedinjenja od P. ostreatus, ili je njihovo povecano prisustvo registrovano usled sporije
degradacije ovih jedinjenja usled slabije aktivnosti ligninolitickih enzima.

U prethodnim istraZivanjima je dokumentovano da C. aegerita moze efikasno da
razgraduje sve komponente lignocelulozne biomase, ukljucujuci 1 lignin, kao 1 razlicite
zagadujuce materije. U ovom istrazivanju nisu dobijeni rezultati koji ukazuju na
sposobnost razgradnje lignina. Kako je napred ve¢ receno, ova gljiva u inicijalnoj fazi
kolonizacije biomase pre svega razgraduje polisaharidne komponente, dok se
depolimerizacija lignina dogada u kasnijim fazama, §to potvrduje 1 ovo istrazivanje.
Ocigledno je da C. aegerita u kratkom vremenskom periodu moze efikasno da
razgraduje fenolna jedinjenja i druge produkte oslobodene u medijumu iz supstrata, ali
ne i da depolimerizuje lignin u znacajnijim koli¢inama.

U eksperimentalnim tretmanima sa vrstom P. ostreatus, ne samo da je
zabelezena veca degradacija fenolnih jedinjenja, ve¢ je registrovana 1 veoma brza

depolimerizacija lignina, a §to je posledica znacajno vece aktivnosti ligninolitickih
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enzima. Na osnovu svih dobijenih rezultata moze se zakljuciti da vrsta P. ostreatus
moze efikasno da razgraduje razliCita aromati¢na jedinjenja u kratkom vremenskom
periodu, $to jasno ukazuje da ova vrsta, za razliku od vrste C. aegerita, ima veoma
visok mikoremedijacioni potencijal.

U cilju valorizacije registrovanog visokog mikoremedijacionog potencijala soja
P. ostreatus Serl neophodno je u narednoj fazi sprovesti dodatna laboratorijska
istrazivanja. U tim istrazivanjima potrebno je testirati sposobnost degradacije razlicitih
organskih zagaduju¢ih materija uz variranje njihovih koncentracija i uslova sredine.
Nakon utvrdivanja koje zagadujuc¢e materije i pod kojim uslovima mogu biti razgradene
primenom ove vrste gljive, moze se razmiSljati o njenoj prakti¢noj primeni u
remedijaciji zagadenog zemljiSta. Tada je neophodno uraditi probna laboratorijska
ispitivanja sa realnim uzorcima zagadenog medijuma, potom, ako se dobiju
zadovoljavajuéi rezultati, moze se pristupiti probnom pilot istrazivanju na terenu.
Ukoliko se dobiju pozitivni rezultati u svim navedenim fazama istrazivanja, moze se
pristupiti mikoremedijacionom tretmanu zagadenog zemljista i komercijalizaciji

biotehnologije.
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3a goOujame OWJIO KOje OUIJIOME NpeMa CTYIUjCKUM MporpaMuMa JApYyrux
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HAaBEJCHU U

e J1a HMCaM KpIIMO ayTopcKa MpaBa U KOPUCTUO MHTEIEKTYaJHY CBOJUHY APYTUX
Iuua.

IMoTrnuc nokTOpanga -
p _

V Beorpay, 07.09.2023, [\ [uefiatiob




N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH

IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOI pajaa

Nwme u npesume ayropa: Ciobonan CredanoBuh
bpoj ymuca: D07/2013
Crynujcku nporpam: OIp>KUBY pa3Boj M )KMBOTHA CPEIUHA

Hacnos pana: JlerepmuHanuja OnopasrpaiiBUX CHCTEMa ayTOXTOHUX BPCTA IJbUBA Y
[IUJBY MPOIICHE MUKOPEMETUjaIlMOHUX TOTSHITH]aJia

Menrop: nap XKaknunaa MapjanoBuh, Hay4HU CaBeTHUK, YHHBep3uTeTay beorpany -
HNHCcTuTyT 32 MYyJITHIMCIHAILUIMHAPHA UCTPAKABAA.

[Tornucanu Cino6onan Credanosuh

u3jaBJjbyjeM Ja je IITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT Paja MCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEp3HjU KOjy caM Mpeaao 3a 00jaB/bUBame HA MOpTaNy JMruTajaHor peno3uTopujyma
Yuusepsurera METPOIIOJIMTAH y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM a ce 00jaBe MOjH JTMYHH TOJAIM BE3aHU 3a J0OH]jamkhe aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao MITO Cy UME U Mpe3uMe, TOAMHA U MECTO poljerma U JaTyMm oflOpaHe
pana.

OBM IWMYHU TIOAAIM MOTYy c€ OO0JaBUTH Ha MPEKHHUM CTpaHHIlaMa JUTUTAIHE
OubnnoTeke, y €NeKTPOHCKOM Karajory W Yy MyOJuKanujamMa YHHBEp3UTETa
Mertpononuran y beorpany.

IHormuc I;OKTopaZ%/
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VY Beorpany, 07.09.2023.




N3jaBa o kopumhemy

Omnamhyjem Oubnuoreky VYHuBep3utera Mepononuran pga y Jururamau
peno3utopujyM YHuBepautera MerpononuTtan y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY
JUICepTaIjy TIOJT HACIIOBOM:

"JleTepMuUHALja OMOPA3TPAJUBUX CHCTEMA AYTOXTOHUX BPCTA IVbUBA Y IN/bY
NpoLeHe MUKOpeMeAnjalliOHUX NOTeHujaaa'"

KOja je MOje ayTOPCKO Jeo.

Jlucepramyjy ca CBUM MPUIIO3UMa IPEIao caM y eIeKTPOHCKOM (opMary MOTroJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy IOKTOPCKY AMCEpTaIHjy MOXpambeny y Jururanau perno3uTopujym Y HUBEp3UTETa
MeTtpononutan y beorpany Mory ga KOpUCTe CBH KOjU IOIITYjy oJpende caapikaHe y
onabpanom tumy snunenue Kpeatusne 3ajeqnuie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJUTY4HO.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIUjaTHO

3. AYTOpCTBO — HEKOMEPIHjaJaHO — 0€3 mpepajae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMJAJTHO — AECTUTH O] UCTUM YCIOBUMA
5. AytopctBo — 6€3 npepaje
6. AyTOpPCTBO — JI€IUTH IO/ UCTHM yCIOBUMA

(Monumo f1a 3a0KpyXHUTE€ caMO jeHY O]l IIEeCT MOHYh)eHMX JMIIEHLIM, KpaTak OIUC
JIMIICHIIN JIaT j€ Ha TOoJIehuHH JTHCTa).

Hornuce Il/QKTOpa;l;a//.
N (Y
/? I//i(,/ﬂ\/;g{t‘(?éd -

I

VY Beorpany, 07.09.2023. (




1. AyropctBo - /lo3BosbaBaTe YMHOXKABaWHE, JUCTPUOYIIN]Y U JABHO CAOIIITaBaLE JIeTa,
W Tpepaje, ako ce HaBelIe MME ayTopa Ha HadyuMH onpeheH Of CTpaHe ayTopa WM
JaBaolia JUIEHIle, Yak M y KomeprujaiaHe cBpxe. OBO je Hajcio0o0IHMja O]l CBHX
JUTCHITH.

2. AyTtopcTtBO — HekoMmeplujaiaHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, NUCTPUOYIIM]Y U JaBHO
caomInTaBame Jeia, U Ipepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HaduH oapeheH on
CTpaHe ayTopa WM JaBaona jumeHne. OBa JMIEHNIA HE J03BOJbaBa KOMEPLUjAIHY
ynotpe0y nena.

3. AyrtopcTBOo - HekoMmepuujanHo — 0e3 mpepazne. Jlo3BosbaBare yMHOXKaBambe,
IcTpuOyLMjy W jaBHO CaolIITaBame [ena, 0e3 MpoMeHa, NpeoOIMKOBama WM
yroTpebe Aena y CBOM Jielly, aKo Ce HaBe/e MMe ayTopa Ha Ha4MH ojpeheH of cTpaHe
ayTopa WM naBaona JmneHie. OBa JTUIEHIIa HE T03BOJbaBa KOMEPIHUjAIHY yHOTpeOy
nena. Y OJHOCY Ha CBE OCTajie JIMIEHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Ce OrpaHnuaBa Hajehu oOum
npaBa kopumihema Jena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpPLHjaTHO — JEIUTH I0J WCTHUM YycioBuma. Jlo3BospaBarte
YMHOXaBame, AUCTPUOYNH]y U jaBHO CAONILITAaBAmkE Jejia, W Mpepase, ako ce HaBene
UMe ayTopa Ha HayMH ojpeheH o] cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIUIEHLIE U aKO Cce
npepana AMCTpUOyuWpa MOA MCTOM MM CIMYHOM JinneHnoMm. OBa JuIeHLa He
7103BOJbaBa KOMEpLMjaIHy yIoTpeOy JAena u npepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepaze. [lo3BojbaBaTe yMHOXaBamwe, AUCTPUOYLM]Y U JaBHO
caomiuTaBame Jiena, 6e3 mpoMeHa, NpeoOINKOBamka WIK YIOTpede Jiena y CBOM Jely,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauMH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa MM J1aBaolia JHUIIEHIIE.
Oga nureHI1a J03B0JbaBa KOMEPIIMjAJIHY YIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - JAENUTH TMOJ UCTHM ycioBuMa. Jl03BoJpaBaTe yMHOKaBambe,
IUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaoMIUTaBame Jeja, U Impepajie, ako ce HaBelae MMe ayTopa Ha
HauMH ojapeheH on cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIEHIE U aKo ce Ipepaja
aucTpuOynpa MOjA HMCTOM WM CIMYHOM JMueHoM. OBa JMIeHIa J03B0JbaBa
KOMepIljanHy ynotrpely gema u mpepaga. CiuuHa je coTBEpCKUM JHIICHIIAMA,
OJTHOCHO JIMIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJ1a.



