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Izvod

Predtretman predstavlja neophodan korak u procesu konverzije lignocelulozne biomase do
etanola. On unapreduje enzimsku hidrolizu promenama u strukturi lignoceluloze, ali je
Cesto utrosak energije za predretman veliki i/ili se primenjuju skupe i toksicne hemikalije,
$to proces €ini ekonomski i ekoloski nepogodnim. Primena lignocelulolitickih gljiva (iz klasa
Ascomycetes, Deuteromycetes i Basidiomycetes) je atraktivna metoda za predtretman,
ekoloski prihvatljiva i ne zahteva ulaganje energije. U ovom radu su predstavljeni meha-
nizmi razgradnje lignoceluloze pomodu gljiva. One proizvode Sirok spektar enzima i he-
mijskih supstanci kojima uspesno razgraduju lignocelulozu, ali i aromati¢ne polimere sli¢ne
strukture ligninu. U ovom radu je prikazana mogucnost njihove primene u tehnologiji pro-
izvodnje bioetanola, a navedene su i prednosti i nedostaci bioloskog predtretmana.

Kljucne reci: bioloSki predtretman, fungalni enzimi, bioetanol, fermentacija na ¢vrstom
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Napredak u nauci i medicini, razvoj industrije i una-
predenje poljoprivredne proizvodnje omogudili su kva-
litetniji i duZzi Zivot ljudi, ali su, eksplozija ljudske popu-
lacije i nesavesno ponasanje vecine, stvorili brojne pro-
bleme: uvedane su potrebe za hranom, energijom i
prostorom; izmenjeni ili unisteni brojni ekosistemi; uve-
¢ane koli¢ine akumuliranog otpada, a sa njima i zdrav-
stveni i bezbednosni rizici. Zbog intenzivne upotrebe
fosilnih sirovina (za proizvodnju energije, brojnih neop-
hodnih hemikalija, proizvoda poput plastike), danas se
susre¢emo sa dva znacajna problema [1]:

1. predvida se nestanak prirodnih rezervi fosilnih
sirovina u narednim godinama;

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

Radi prevazilazenja navedenih problema, danas se
sve viSe tezi: odrzivom razvoju (koji podrazumeva
reciklazu otpadnog materijala i koris¢enje obnovljivih
resursa — vode, vazduha i biomase), alternativnim izvo-
rima energije i Cistijoj, ekoloski prihvatljivoj proizvodniji.

Iz biomase se potrebne hemikalije dobijaju fermen-
tacijom Secernog supstrata ili hemijskom sintezom pro-
dukata fermentacije, zbog ¢ega se, svaki materijal koji u
sebi sadrZi Secere, moZe koristiti u biotehnoloskoj pro-
izvodnji. Prema tipu sirovog materijala sirovine na bazi
biomase se dele na sSederne (Secerna repa, Secerna
trska, sirak, voce i dr.), skrobne (kukuruz, psenica, piri-
nac i dr.) i lignocelulozne [2,3]. Prema poreklu sirovog
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materijala i procesu transformacije dele se na [1]: siro-
vine prve generacije (poljoprivredne kulture), druge
generacije (lignocelulozni i drugi otpad) i trece gene-
racije (fermentativne i fotosinteticke bakterije i alge) —
tabela 1.

Lignoceluloznu biomasu cine suvi ostaci biljaka.
Veoma je vaZzan obnovljivi izvor energije i jedini je
obnovljivi izvor ugljenika. Sastoji se od lignina (aroma-
ticnog polimera) i polisaharida (hemiceluloze i celu-
loze). Hemijske karakteristike strukturnih komponenata
¢ine je veoma vrednim biotehnoloskim supstratom, ali
njena primena zahteva uklanjanje lignina i oslobadanje
fermentabilnih Secera iz polisaharida, zbog cega su
savremena istraZzivanja usmerena ka pronalazenju efek-
tivne metode kojom se moZe dobiti visok prinos Secera.

Bioloski predtretman podrazumeva konverziju bio-
mase lignocelulolitickim organizmima; bezbedan je,
ekoloski prihvatljiv i ne zahteva puno energije za ukla-
njanje lignina, bez obzira na njegovu obimnu razgrad-
nju. Do 1976. godine je sakupljeno vise od 14000 gljiva
koje razgraduju celulozu i druga nerastvorljiva vlakna
[4]. Saprofitne gljive klase Agaricomycetes su jos kra-
jem karbona razvile sposobnost degradacije lignina [5].

Tekuca istrazivanja su usmerena i na primenu fun-
galnih ligninolitickih mehanizama u procesu bioreme-
dijacije (transformacije ili razgradnje opasnih supstanci
do bezbednih ili manje opasnih). Zahvaljujuéi nespeci-
ficnom enzimskom sistemu, sacinjenom od lakaza i
lignin-, mangan- i verzatil-peroksidaza, gljive su u stanju
da razgraduju slozene aromati¢ne polimere, slicne
strukture kao lignin — pesticide, poliaromati¢ne ugljovo-
donike (PAH), polihlorovane bifenile (PCB), boje [6].
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Tabela 1. Podela i karakteristike sirovina biomase prema poreklu sirovog materijala i procesu transformacije
Table 1. Classification and characteristics of biomass feedstocks according to origin of raw materials and transformation process

Vrsta sirovine Poreklo sirovine

Karakteristike

Sirovine prve generacije

Sirovine druge generacije

proizvodnji energije
Sirovine trece generacije

Koriste se u ishrani, poreklom su iz poljoprivredne
proizvodnje: skrobni, Seéerni i uljani usevi (uljarice)
Nejestive sirovine: lignocelulozna biomasa i materijal
zaostao nakon razli¢itih procesa u poljoprivredi,
prehrambenoj industriji i Sumarstvu kao i usevi namenjeni

Sirok spektar fermentativnih i fotosintetickih bakterija i
alge, koje se za sada proucavaju kao biokatalizatori

Visok sadrzaj Secera ili ulja; visoka cena
zbog kompeticije sa hranom

Ekonomski povoljnije sirovine; konverzija
znatno kompleksnija zbog otpornosti
celulozne biomase prema razgradnji.

Visok sadrzaj ulja, ugljenih hidrata ili
proteina u njima, prepoznate kao
izvanredne sirovine

U ovom radu su opisani mehanizmi razgradnje
lignoceluloznog supstrata pomocu gljiva i, kroz razlicite
proizvodne faze, od predtretmana do fermentacije, pri-
kazana je mogucnost njihove primene u tehnologiji pro-
izvodnje bioetanola. Cilj je bio, pre svega, da se pred-
stavi jeftina metoda predtretmana, koja ne zahteva
ulaganje energije niti primenu skupih hemikalija. Kroz
pregled radova, dosadasnjih istrazivanja bioloSkog
predtretmana, ukazano je na prednosti i nedostatke
ove metode.

ZNACAJ BIOETANOLA

Bioetanol predstavlja alternativu fosilnom gorivu.
Njegova vaznost je, poslednjih godina, porasla zbog
potrebe da se smanji zavisnost od sve iscrpljenijih fo-
silnih resursa, kao i emisija gasova koji uveéavaju efekat
staklene baste. Proizvodnja iz obnovljivih sirovina cini
etanol CO,-neutralnim: ugljen-dioksid osloboden nje-
govim sagorevanjem je apsorbovan u toku fotosinteze i
iskoris¢en za rast biljke. Etanol omogucava Cistije sago-
revanje i bolje performanse motora, Sto doprinosi sma-
njenju emisije polutanata ¢ak i kada se samo pomesa sa
benzinom [3,7]. Biorazgradiv je i efikasniji nego konven-
cionalna goriva; karakteriSe ga veci oktanski broj u
odnosu na konvencionalna goriva; njegovim sagoreva-
njem oslobada se znacajna koli¢ina toplote i prakti¢no
je bez sumpora [8]. Razmatra se i njegova primena u
proizvodnji biodizela umesto metanola: u odnosu na
metanol nije toksi¢an i na taj nacin bi se dobio kom-
pletno biljni biodizel. Proizvodnja bioetanola omogu-
¢ava zemljama — koje ne poseduju fosilne — oslanjanje
na sopstvene resurse i smanjenu zavisnost od uvoza
energenata. Trenutno se dobija iz skrobnih i Secernih
sirovina koje se koriste i u ishrani, pa bi primena jeftinih
sirovina (poput lignoceluloznog otpada) mogla da
obezbedi niZu cenu, a zalihe hrane ne bi bile ugrozene.
Procenjuje se da se iz poljoprivrednog otpada i neisko-
ris¢enih kultura moze proizvesti oko 491 milijardi litara
bioetanola godisnje [9]. Proizvodnja goriva bioetanola u
svetu je od 2001. do 2011. godine porasla sa 31 na 88,7
milijardi litara [10]. Ocekuje se da ¢e do 2020. pro-
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izvodnja dosti¢i 125 milijardi litara [11]. Najveéi pro-
izvodaci u svetu su Brazil i Sjedinjene Americke Drzave
(62% svetske prozvodnje) [9].

HEMIJSKE | FIZICKE KARAKTERISTIKE
LIGNOCELULOZNE BIOMASE

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

Sastav lignoceluloze u velikoj meri zavisi od izvora
biomase [12-14]: postoje znacajne razlike u udelu
strukturnih komponenti — kao i u hemijskom sastavu
hemiceluloze i lignina — u zavisnosti od toga da li je
biomasa poreklom od mekog, tvrdog drveta ili zeljastih
biljaka (videti tabelu 2).

Celuloza (slika 1) je prirodni polimer, polisaharid
hemijske formule (CsH10s),. Predstavlja gradivnu kom-
ponentu primarnog celijskog zida visih biljaka, nekih
algi i oomiceta; neke bakterije sekretuju celulozu pri-
likom formiranja biofilma. Celuloza se odlikuje visokim
stepenom polimerizacije (od nekoliko stotina, pa ¢ak do
17000 jedinica); u prirodi se najce$ce srece 800 do
10000 jedinica [12]. Osnovna gradivna jedinica celuloze
je celobioza (dimer glukoze). Primarno celuloza je line-
arni homopolimer sastavljen od glukoznih ostataka
D-konfiguracije medusobno povezanih f(1—4)-gliko-
zidnim vezama (slika 1, B1). Uspostavljanjem vodonic-
nih veza, nekoliko celuloznih lanaca srasta gradeci mik-
rofibrile koji se ujedinjuju i formiraju viakna (slika 1, M,
F i V). Rezultat brojnih inter- i intrapolimernih vodo-
ni¢nih veza je kristalno uredenje celuloze (sekundarna
struktura, slika 1, B2). Osim kristalnih, prirodna celuloza
sadrzi i amorfne tj. parakristalne regione [15].

Hemiceluloza je termin kojim se predstavlja familija
polisaharida kao Sto su arabinoksilani, glukomanani,
galaktani, ksiloglukani, ksilani, manani i f-(1—3, 1—4)-
-glukani, koji se mogu nadi u celijskom zidu biljaka i Ciji
sastav i organizacija zavise od porekla i metode ekstra-
hovanja. Za razliku od celuloze, hemiceluloza (slika 1, C)
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" Hemicelluloza

Slika 1. Struktura lignocelulozne biomase; A) deo polimera lignina, 1) p-kumaril, 2) koniferil i 3) sinapil alkohol; B1) linearni polimer
celuloze; B2) kristalna struktura celuloze; C) deo polimera hemiceluloze; M) mikrofibril; F) fibril; V) celulozno viakno.

Figure 1. Lignocellulosic biomass structure: A) part of lignin polymer, 1) p-coumaryl, 2) coniferyl and 3) sinapy! alcohol; B1) linear
cellulose, B2) crystalline structure of cellulose; C) part of hemicellulose polymer; M) microfibril; F) fibril; V) cellulose fiber.

Tabela 2. Udeo osnovnih komponenti lignoceluloze u zavisnosti od porekla biomase
Table 2. Proportion of basic components of lignocellulose depending on source of biomass

Lignocelulozni materijal Sadrzaj celuloze, % Sadrzaj hemiceluloze, % Sadrzaj lignina, % Referenca
Stablo tvrdog drveta 40-55 24-40 18-25 [12]
Stablo mekog drveta 45-50 25-35 25-35 [12]
Ljuska oraha 25-30 25-30 30-40 [12]
Kukuruzni oklasak 33-45 31-35 6-15 [12,13]
Trave 25-43 24-50 10-30 [12,14]
Stabljike kukuruza 35 16,8 7 [13]
PSenicna slama 30-38 24-50 8-15 [12-14]
Lisée 15-20 80-85 0 [12]
Razana slama 31-38 25-31 0-19 [13,14]

nema kristalno uredenje, veoma je razgranate struk-
ture i poseduje acetil grupe vezane za polimerni lanac.
Razgranati polisaharidni lanci sacinjeni su uglavhom od
aldopentoznih jedinica (ksiloza i arabinoza) i od nekih
aldoheksoza (glukoza, manoza i galaktoza). Osim viso-
kog stepena polimerizacije, polimer hemiceluloze obi-
¢no ima supstituente na glavnom lancu ili granama
[16]. Glavni tip intrapolimernih veza hemiceluloze Cine

estarske veze, a prisutna je i znacajna koli¢ina karbo-
ksilnih grupa [12]. U literaturi se srecu razliciti podaci o
stepenu polimerizacije, ali jedna opsta slika je da ne
prelazi 200 jedinica, dok je granica minimuma oko 50
[2,12,17]. Najvaznija funkcija hemiceluloze je doprinos
jaCanju celijskog zida, Sto se postize njenom interak-
cijom sa celulozom i ligninom. Na slici 1 (C) prikazan je
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deo molekula ksilana, najées¢eg polimera iz familije
hemiceluloza.

Lignin je najkompleksniji biopolimer u prirodi i jedini
konstituent biomase baziran na aromati¢nim jedini-
cama (slika 1, A). On ¢ini 15-25% suve mase drvenastih
biljaka i 40% energije sadrzane u lignoceluloznoj bio-
masi [18]; obezbeduje mehani¢ku ¢vrstocu biljkama,
povezivanjem sa polisaharidima omogucava vaskular-
nom tkivu biljaka efikasan transport vode i nutrijenata,
stiti biljku od degradacije spreavanjem penetracije
lignocelulolitickih enzima kroz éelijski zid. Struktura lig-
nina jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjena, ali je utvr-
deno da su primarni prekursori njegove sinteze (tj.
reakcije sparivanja radikala) tri monolignola: p-kumaril,
koniferil i sinapil alkohol (slika 1, A pod 1), 2) i 3),
redom) [19], koji nastaju od fenilalanina (Phe) u opStem
fenilpropanoidnom i specificnom monolignolnom putu
[20]. Oni se inkorporiraju u lignin u formi fenilpropa-
noida: p-hidroksifenil (H), guajacil (G) i siringil (S) [19].
Posto nastaje polidisperzni polimer — u kom se ne moze
uociti pravilno ponavljanje vecih jedinica — razlika u
strukturi lignina razli¢itog porekla se predstavlja razli-
kom u brojnosti fenilpropan jedinica i distribuciji veza
unutar jedinica. Glavne intrapolimerne veze lignina su
etarske veze (70%) i ugljenik—ugljenik veze (30%) [21].
Svi lignini u manjim koli¢inama sadrze i nekompletne ili
modifikovane monolignole, pa se mogu uociti i drugaciji
mnomeri [19,22].

PREDTRETMAN LIGNOCELULOZNE BIOMASE

Lignoceluloznu bimasu karakteriSe velika otpornost
prema razgradnji enzimima ili mikroorganizmima. Razli-
Cite su pretpostavke uzroka ove otpornosti. U literaturi
se najceS¢e navode: struktura i koli¢ina lignina; ace-
tilovana hemiceluloza; lignin-ugljenohidratni kompleks
(eng. lignin carbohydrate complexes, LCC); kristalinic-
nost celuloze i stepen polimerizacije; zapremina pora;
specificna povrsina celuloze [23,24]. Nerazgranata
hemiceluloza (ksiloglukani, homoksilani i manani) for-
mira vodoni¢ne veze sa povrsinom celuloznih fibrila,
dok su bocni lanci (uronska kiselina i arabinoza) kova-
lentno vezani sa drugim hemicelulozama ili ligninom
[23]. Na ovaj nacin se formiraju za enzime nepropustne
mreze — lignin—ugljenohidratni kompleksi.

Konverzija lignoceluloze do Zeljenih produkata je
viSestepeni proces (slika 2) koji obuhvata: predtretman
(fizicki, hemijski, fizitkohemijski i/ili bioloski), hidrolizu
polimera do metaboliSu¢ih molekula, primenu ovih
molekula za mikrobni rast i fermentaciju do Zeljenih
produkata, separaciju i precis¢avanje produkata. Me-
tode predtretmana se mogu kombinovati ili primeniti
samostalno.

Da bi jedan predtretman bio efektivan treba da
zadovolji odredene kriterijume: efikasnost u Sirokom
spektru vrsta i koli¢ina lignoceluloznog materijala;
moguénost dobijanja najveceg dela lignoceluloznih
komponenti u upotrebljivoj formi u razlicitim frakci-
jama; treba minimizirati potrebu za pripremom koja
prethodi predtretmanu (npr. redukcija veli¢ine); da ne
proizvodi uopste ili proizvede $to manje kolicine inhi-
bitora narednih procesa — hidrolize i fermentacije; male
potrebe za energijom ili da se uloZena energija upotrebi
u druge svrhe; da bude ekonomski isplativ.

Bioloski predtretman

Bioloski predtretman se izvodi organizmima sposob-
nim da proizvode enzime i druge hemijske supstance
kojima se moZe ukloniti lignin i osloboditi Seceri (pen-
toze i heksoze) iz kompleksnog lignoceluloznog sup-
strata. Ne zahteva primenu skupih hemikalija, niti utro-
Sak energije — u kombinaciji sa drugim metodama omo-
gucava veéi prinos, smanjuje potrebe za energijom,
ublazava ostre uslove metoda sa kojim se kombinuje
[25,26] — i ekoloski je bezbedan. Posto pomenuti orga-
nizmi ne mogu da koriste ugljenik iz lignina, vec iz oslo-
bodenih Secera, bioloski predtretman moze dovesti do
gubitka dela ugljenih hidrata. lako bi represija hidroli-
tickih enzima mogla da uspori ovaj proces, dodatno bi
se produzilo vreme trajanja predtretmana ¢ija duZina
ve¢ predstavlja problem. ReSenje mozZe biti koris¢enje
brzorastucih organizama koji proizvode vece kolicine
enzima ili primena neke druge metode predtretmana
pre bioloke. Studija na pirin¢anim ljuskama je pokazala
da je, nakon primene vodonik-peroksida, vreme inkuba-
cije Pleurotus ostreatus skra¢eno sa 60 na 18 dana [27].

Organizmi razgradivaci lignoceluloze

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

Bioloski
predtretman |
Lignocelulozna
biomasa Fizicki/

hemijski/

predtretman

Detoksikacija
fizicko-hemijski

Hidroliza —| Fermentacija gﬁg&gggﬁ;{ie — Etanol

Slika 2. Uproscena sema proizvodnje bioetanola iz lignocellulozne biomase.
Figure 2. Simple flow chart of bioethanol production from lignocellulosic biomass.
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jer slabo proizvode ligninaze (neke aktinomicete [28]).
Kao bolje adaptirani organizmi na vodeno okruzenje
nego gljive, pretezno razgraduju biljke vodenih stanista.
Nalaze se i u crevnom sistemu herbivora. Celuloliti¢ke
bakterije obuhvataju vrste rodova Clostridium, Rumino-
coccus, Caldicellulosiruptor, Butyrivibrio, Acetivibrio,
Cellulomonas, Erwinia, Thermobifida, Fibrobacter, Cyto-
phaga i Sporocytophaga [29].

Na osnovu iskoriséenosti materijala i karakteristika
trulog drveta, razlikuju se tri tipa lignocelulolitickih
gljiva: gljive izazivaci belog, braon i mekog truljenja;
dok je sposobnost iskoriséenja celuloze rasprostranjena
u Citavom carstvu Fungi od protista, poput Chytridio-
mycetes, do naprednih Basidiomycetes. Belo i braon
truljenje izazivaju bazidiomicete; meko truleljenje je
posledica delovanja askomiceta i deuteromiceta [30].

Gljive izazivaci belog truljenja su sposobne da raz-
graduju sve frakcije drveta. Najefikasniji su razgradivaci
lignina u prirodi, zbog ¢ega imaju veoma vaznu ulogu u
reciklazi ugljenika iz lignifikovanog tkiva. Nakon raz-
gradnje drvo ostaje u vidu belih vlakana. PreteZzno rastu
na tvrdom drvetu (poput breze i jasike), ali se mogu
nadi i na mekom, npr. boru (Heterobasidion annosum,
Phellinus pini i Phlebia radiata) [30]. Sposobne su za
selektivnu (Ceriporiopsis subvermispora, Dichomitus
squalens, Phlebia radiata i dr.) [31] i neselektivnu raz-
gradnju lignina (Phanerochaete chrysosporium, Trame-
tes versicolor i Fomes fomentarius) [30]. Selektivhom
razgradnjom uklanjaju lignin i hemicelulozu dok celu-
loza uglavnom ostaje intaktna [31]; neselektivnom ukla-
njaju podjednako sve komponente lignoceluloze
[28,30,31].

Gljive izazivaci braon truljenja razgraduju hemicelu-
lozu i celulozu, dok lignin u izvesnoj meri modifikuju.
Braon trulez je drvo tamne (braon) boje (Sto ukazuje na
prisustvo modifikovanog lignina), smanjeno i razbijeno
na fragmente oblika cigle ili kocke koji se lako mrve

TipI
dokerin

Celulozom

1118 1

Tip I
kohezin

dajudi braon prah. Za razliku od gljiva izazivac¢a belog
truljenja — koje hidrolizuju polisaharide samo do one
koli¢ine hidrolizata koje mogu da iskoriste za sopstveni
metabolizam — gljive izazivaci braon truljenja depoli-
merizuju celulozu i hemicelulozu brze nego Sto gljiva
moze da iskoristi hidrolizate, pa dolazi do akumulacije
neiskoris¢enih Secera [28,32]. Lignin, modifikovan ovim
gljivama, je reaktivniji nego prirodni zbog veceg sadr-
zaja fenolnih hidroksilnih i karboksilnih grupa [33].
Medu gljivama izazivaCima braon truljenja najizuca-
vanija je Gloeophyllum trabeum.

Meko truljenje izazivaju gljive klasa Ascomycetes i
Deuteromycetes (Fungi imperfecti) — drvo postaje
mekano, braon boje. Postoje dva tipa meke trulezi [34]:
tip | se odlikuje bikoni¢nim ili cilindri¢nim Supljinama u
sekundarnom zidu, tip Il je erozivni tip degradacije.
Ispitivanja vrste Daldinia concentrica su pokazala da
ove gljive prevashodno oksiduju i mineralizuju siringil
jedinice lignina dok je guajacil veoma otporan na nji-
hovo dejstvo, zbog ¢ega su u degradaciji mekog drveta,
koje sadrzi znatno viSe G jedinica, veoma neefikasne [28].

Osim aerobne razgradnje, koja se vrsi slobodnim
enzimima, postoji i, znacajno drugacija, anaerobna raz-
gradnja u kojoj ucestvuju enzimi multienzimskih kom-
pleksa — celulozoma (slika 3). Celulozomi su prvi put
identifikovani i opisani kod termofilne, anaerobne,
celuloliticke bakterije Clostridium thermocellum. Biohe-
mijska istrazivanja celulozoma su pokazala da se najvedi
deo celulolitickog procesa odvija u ekstracelularnim
celulozomima koji su organizovani na povrsini celija u
formi policelulozomalnih organela [35]. Podjedinice
celulozoma su sastavljene od brojnih funkcionalnih
domena koji interaguju medusobom i sa celuloznim
supstratom. Jedna od ovih podjedinica je veliki gliko-
protein skafoldin koji ima ulogu nosaca [29]. On selek-
tivno vezuje razli¢ite podjedinice celulaza i ksilanaza u
kohezivni kompleks (slika 3), kombinujuci njihove , ko-

Tip IT
kohezin

Celija

Celuloza vezujuci
domen

Slika 3. Struktura celulozoma.
Figure 3. Structure of cellulosome.
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hezin“ domene sa karakteristicnim , dokerin“ dome-
nima [35], prisutnim na svakoj od podjedinica. Skafol-
din nekih celulozoma poseduje i mesta za vezivanje
ugljenih hidrata. Celulozomalne sisteme produkuju i
anaerobne bakterije Acetivibrio cellulolyticus, Bacte-
roides cellulosolvens, Ruminococcus albus, Ruminococ-
cus flavefaciens i anaerobne gljive rodova Neocallimas-
tix, Piromyces i Orpinomyces.

FUNGALNI ENZIMI | NJIHOVI MEHANIZMI
RAZGRADNIJE LIGNOCELULOZE

Gljive proizvode Sirok spektar enzima i hemijskih
supstanci koji, na razliite nacine iskombinovani kod
razlicitih vrsta, zajedno razgraduju lignoceluloznu bio-
masu. Mehanizmi razgradnje se mogu podeliti na oksi-
dativne i hidroliticke.

Oksidativni mehanizmi

Akcijom fungalnih redoks enzima (glioksal oksidaze,
piranoza-2-oksidaze i aril-alkohol oksidaze) nastaje
vodonik peroksid (H,0,), koji reaguje sa redoks-aktiv-
nim gvozdem (prisutnim u drvetu u dovoljnim kolici-
nama) i, kroz Fentonovu reakciju (1), proizvodi hidrok-
silni radikal — "OH. "OH je veoma mocan oksidujuéi
agens, sposoban da katalizuje visoko nespecificne
reakcije i raskida kovalentne veze lignina i celuloze [36].

Fe’ + H,0, — Fe’" + "OH + OH~
Fe*" + H,0, > Fe* + 0, + 2H" (1)

Gljive (kao i mnoge biljke, insekti i bakterija Azospi-
rillum lipoferum) proizvode multibakarne enzime — lak-
aze. Fungalne lakaze katalizuju formiranje fenoksil radi-
kala, cija nespecificna reakcija vodi C,-hidroksil oksi-
daciji do ketona, raskidanju veze izmedu alkil i aril
grupa, demetoksilaciji i raskidanju C,—Cp veze u ligninu,
kao i do reakcije polimerizacije [30,37]. Mehanizam
razgradnje obuhvata prenos jednog elektrona sa malog
molekula supstrata (tzv. medijatora) na molekul kiseo-
nika, nakon cCega oksidovani medijator difunduje u
gusto pakovanu lignocelulozu i inicira reakciju slobod-
nih radikala koja vodi depolimerizaciji [5]. U prisustvu
medijatora malog molekula, poput hidroksibenzotri-
azola, moguca je i oksidacija nefenolnih komponenti
lignina [30].

Drugu grupu fungalnih ligninolitickih enzima cine
hem peroksidaze: lignin peroksidaze (LiP), mangan
peroksidaze (MnP) i verzatil (hibridne) peroksidaze
(VP). U supstratu je obicno prisutno vise izoenzima LiP,
MnP, VP. LiP katalizuju reakcije cepanje $-0-4 etarskih
veza i C,—Cgveza u ligninu [38], oksidaciju aromati¢nih
C, alkohola, hidroksilaciju, formiranje hinona i raski-
danje aromati¢nog prstena. Registrovane su kod 40%
proucavanih gljiva [39]. Zahvaljujudi invarijantnim osta-
cima triptofana (trp171) prisutnim u izoenzimu LiP-A,
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mogu oksidovati i nefenolne aromati¢ne komponente
lignina [40]. LiP su poznate kao jaki oksidansi zbog
veceg deficita elektrona u gvozdu u porfirinskom prs-
tenu u odnosu na druge peroksidaze. MnP oksiduju
Mn”* u visoko reaktivan Mn*' (medijator u procesu
oksidacije organskog supstrata, reakcija (2) [30]), koji je
stabilizovan helatorima fungalnog porekla, poput oksal-
ne kiseline [41]:

Mn®* +RH = Mn®* + R+ H" (2)

MnP ne poseduju invarijantne ostatke triptofana,
pa u odsustvu intermedijera, poput tiola, ne mogu
oksidovati nefenolne komponente lignina [42]. Verzatil
peroksidaze ispoljavaju i LiP i MnP aktivnost. One pose-
duju Mn-vezujuc¢e mesto i kada vezu Mn [39] sposobne
su da oksiduju Mn>* do Mn*". Poput lignin peroksidaza i
VP poseduju ostatke triptofana, trp164, analoge onim u
LiP, koji im omgucavaju oksidaciju nefenolnih aroma-
ticnih komponenti lignina [30].

Kataliticki ciklus peroksidaza obuhvata 3 odvojena
koraka, reakcija (3):

Enzim[Fe(lll)] + H,0, —
Komponenta-I[Fe(IV)=0"] + H,0

Komponenta-l + AH —
Komponenta-lI[Fe(IV)=0] + A™ (3)

Komponenta-Il + AH — Enzim + A™

Ciklus pocinje raskidanjem O-O veze u molekulu
H,0, i uklanjanjem dva elektrona iz enzima; oslobada
se voda i formira intermedijerno jedinjenje O=Fe(IV)-
—porfirin w-radikalski katjon (tj. komponenta-I[Fe(IV)=0"])
[43]. U narednom koraku, redukcijom porfirinskog
radikala komponente-l, nastaje drugi intermedijer
(komponenta-lI[Fe(IV)=0]) ¢ijom redukcijom se (u tre-
¢em koraku) enzim vraéa u prirodno stanje; istovre-
meno se (sa redukcijom komponenti | i Il) oksiduje
supstrat i oslobadaju dva supstratna radikala (A™) [44],
po jedan u svakom koraku.

U oksidacione procese su uklju¢ene i celobioza
dehidrogenaze (CDH), enzimi koje sintetiSu i gljive koje
razgraduju i gljive koje ne razgraduju lignin. CDH sadrze
dve prosteticke grupe: hem i flavin adenin dinukleotid
(FAD). Neke poseduju samo FAD prosteticku grupu,
zbog Cega su dugo vremena posmatrane kao poseban
enzim celobioza:hinon oksidoreduktaza (eng. cellobiose
quinone oxidoreductase — CBQ) [45]. Oksiduju oligo-
merne Secere do laktona koristedi Sirok spektar akcep-
tora elektrona poput hinona, fenoksiradikala, Fe®t i
cu®. Mogu direktno modifikovati lignin raskidanjem
[-etarskih veza, demetoksilacijom aromati¢nih kompo-
nenti, uvodenjem hidroksilnih grupa u nefenolne kom-
ponente kroz produkciju hidroksil radikala [46]; ili indi-
rektno, kroz interakciju sa manganom: oksidovanjem
celobioze do 4-0-b-D-glukopiranozil-D-glukonske kise-
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line (celobionske kiseline) koja je efikasan helator man-
gana (Mn(lll)) [47]; prevodenjem nerastvornog MnO, u
depoe rastvornog Mn, u formi Mn(ll) i Mn(lll), ¢ime je
olaksano formiranje MnP i obezbeden dodatni Mn(ll) za
MnP katalizu; redukcijom toksi¢nih hinona do odgova-
rajucih fenola koji sluze kao supstrat za MnP [47,48].

Hidroliticki mehanizmi

Potrebnu energiju lignoceluloliticke gljive obezbe-
duju iz molekula Seéera oslobodenih hidrolizom poli-
saharida (celuloze i hemiceluloze) odgovaraju¢im enzi-
mima.

Razgradnju celuloze katalizuju celulaze. Celulaze po-
seduju kataliticki modul i modul za vezivanje za ugljene
hidrate (eng. carbohydrate-binding module — CBM).
Prema nacinu delovanja dele se u tri klase: endo-(1,4)-
fglukanaze (endocelulaze), celobiohidrolaze (egzoce-
lulaze) i Fglukozidaze [4,29,49]. Egzocelulaze razgra-
duju kristaliniénu celulozu uklanjajuci celobiozne jedi-
nice sa krajeva celuloznih lanaca; endocelulaze razgra-
duju amorfnu celulozu hidrolizom unutrasnjih gliko-
zidnih veza. Postoji znacajan sinergizam celobiohid-
rolaza i endocelulaza, a njihovo zajedni¢ko prisustvo i
kooperativnost odreduju visoko efikasan enzimski sis-
tem za industrisjku primenu [49,50]. Nakon delovanja
endo- i egzocelulaza, fglukozidaze oslobadaju mole-
kule glukoze iz celobioze i celodekstrina; poseduju
aktivna mesta u obliku dZzepa, koja im omogucavaju da
deluju na neredukujuée glukozne jedinice [49,51].

Odvajanje celuloze od hemiceluloze, kao i razgrad-
nju hemiceluloze, vrSe hemicelulaze. Hemicelulaze
deluju sinergisticki sa drugim hemicelulazama, ali i sa
celulazama [49]. Prema tipu veze koju hidrolizuju hemi-
celulaze se dele na: glikozidne hidrolaze (hidrolizuju
glikozidne veze) i ugljenohidratne esteraze (hidrolizuju
estarske veze); prema nacinu na koji razgraduju hemi-
celulozu dele se na: enzime koji vrSe depolimerizaciju i
enzime koji uklanjaju grane i bocne lance (eng.
debranching). Depolimerizacija osnovnog lanca vrsi se
endo- i egzohidrolizom [52,53]; endohidroliza pocinje
negde oko sredine lanca i te€e nasumicno; egzohidro-

liza krece sa krajeva lanaca. Odvajanje grana i bocnih
lanaca od osnovnog vrse tzv. ,pomocéni” enzimi: neki
mogu da napadnu samo kratke oligomere lanca, dok
drugi kidaju grane i bo¢ne lance ne dodirujuéi osnovni
lanac [53]. Za potpunu hidrolizu hemiceluloze neop-
hodno je uskladeno delovanje sve tri grupe enzima
[49]. U tabeli 3 navedene su Sire zastupljene hemi-
celulaze, supstrati na koje deluju i proizvodi razgradnje
[29,49,54].

Procesni uslovi bioloSkog predtretmana

Biolodki predtretman se moze izvoditi fermenta-
cijom na Cvrstom supstratu (SSF) ili submerznom fer-
mentacijom (SmF). Za razliku od SmF, kultivacija na
¢vrstom supstratu podrazumeva rast organizama i for-
miranje produkata u uslovima relativho male vlaznosti
(60-70%, koliko je potrebno organizmima za rast i
metabolicke procese) [13]. Druge prednosti SSF nad
SmF su: vedi prinos i produktivnost; bolje karakteristike
dobijenih proizvoda; i niza cena procesa zbog mogué-
nosti primene agroindustrijskog i poljoprivrednog otpa-
da kao supstrata, smanjenog mesanja, niZze cene steri-
lizacije, primene manjih reaktora (koriste se reaktor sa
pakovanim slojem, sa fluidizovanim slojem i horizon-
talni bubanj) [13].

Da bi gljive, izazivaCi belog i braon truljenja, mogle
da se razviju na lignoceluloznom supstratu poljopri-
vrednog porekla, neophodna je dekontaminacija sup-
strata. U laboratorijskim uslovima se dekontaminacija
postize autoklaviranjem pre zasejavanja, Sto za indus-
triju predstavlja skup postupak; pa, da bi industrijska
upotreba biomase iz poljoprivrede ipak bila moguca,
predloZzena je dekontaminacija jeftinim hemikalijama
poput natrijum-bisulfita, natrijum-metabisulfita i natri-
jum-ditionita, kojima se postizu jednako dobri rezultati
[55]. Gljive se mogu razviti i rasti i na supstratu koji je
podvrgnut samo povrsinskoj sterilizaciji. Nakon $to se
formira na povrsini, gljiva se lako moZze izboriti sa osta-
lim organizmima u supstratu [55]. Medutim, tokom raz-
gradnje lignina stvaraju se sve povoljniji uslovi za raz-
vice celulolitickih organizama (kojih u unutrasnjosti

Tabela 3. Neke fungalne hemicelulaze, njihovi supstrati i produkti razgradnje
Table 3. Some fungal hemicellulase, their decomposition products and substrates

Supstrat Enzim Proizvod Reference
Ksilan Endo-fksilanaza Oligosaharidi [49,54]
Ksiloglukan/ksilan/oligosaharidi oslobodeni endo-B-ksilanazom [FKsilozidaza Ksiloza [49]
Ksilan/druge hemiceluloze Acetilksilanska esteraza Acetil grupa [29,49]
Ksilan Feruloilna esteraza Ferulinska kiselina [29,49]
Boc¢ni lanci arabinoze na ksilanu/ksilan/ksiloglukan a-Arabinofuranozidaza a-Arabinoza [29,49]
Galaktomanan/galaktoglukomanan/ksilan a-Galaktozidaza D-Galaktoza [29,49]
Veza izmedu ksilana i glukuronske kiseline a-Glukuronidaza D-Glukuronska kiselina [29,49]
B-(1->4)-D-manozil polimer/(galakto)(gluko)manani Mananaze Manooligosaharidi [49]
Manooligosaharidi FManozidaze Manoza [49]
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supstrata uvek ima) i koji mogu dovesti do veceg gu-
bitka celuloze, zbog cega je dubinska dekontaminacija
neophodna [56].

Pravilno pripremljena i primenjena adekvatna veli-
¢ina inokuluma je jo$ jedan veoma bitan faktor. Inoku-
lacija gljiva se moZe vrsiti dodavanjem suspenzije spora
u supstrat do postizanja odgovarajuce inicijalne kon-
centracije, obi¢no reda 10°-10’ spora/ml [57-59]. Za
inokulaciju se mogu koristiti i konidije, micelijumi gajeni
u te¢nom medijumu ili na agaru, supstrat od cerealija
za rast na kom su razvijeni micelijumi gljiva (eng. spawn
grown) i prekolonizacija lignoceluloze gljivom [56]. Kul-
tivacija micelijumima gajenim u te¢nom medijumu
omogucava brzu i laksu inokulaciju nego u slucaju pri-
mene agarnih diskova; obi¢no se koriste agarni diskovi
precnika 8-10 mm [60,61]. U eksperimentu sa prekolo-
nizovanim iverom, kada je primenjivana gljiva P. chryso-
sporium, primeceno je da udeo inokuluma 2-5% daje
dobre performanse i omogucava ustedu energije pri
mehanickom usitnjavanju, medutim, sa uvecanjem
udela inokuluma do 20%, usteda energije ne raste [62].

Ligninoliticki sistem operise pod sekundarnim meta-
bolizmom. Dodavanjem inducera poput Mn*, H,0, i
aromati¢nih komponenti, moze se stimulisati sekrecija
ligninolitickih enzima i razgradnja biomase; dok se
dodavanjem nutrijenata stimuliSe uvecanje fungalne
biomase i ubrzava kolonizacija u dublje slojeve ligno-
celuloznog supstrata [62]. Medutim, dovoljne kolicine
nutrijenata nisu uslov i za produkciju ligninolitickih
enzima. IstraZivanja su pokazala da se ligninoliticki sis-
tem P. chrysosporium aktivira u uslovima nedovoljne
koli¢éine azota, Sto je okidaC za otpocinjanje sekun-
darnog metabolizma kod najveceg broja gljiva koje
izazivaju belo truljenje; u redim slucajevima okidac
moze biti nedovoljno ugljenika ili sumpora [39].

Jos jedan bitan faktor predstavlja veli¢ina Cestica
supstrata. Velike Cestice mogu da ometaju prodor gljiva
i difuziju vazduha, vode i metabolickih intermedijera u
dublje slojeve biomase. Sa smanjenjem veli¢ine Cestica
povecava se dodirna povrsina, smanjuje zapremina,
¢ime je olaksano prodiranje u dublje slojeve. Medutim,
prevelikom redukcijom veli¢éine smanjuje se meduces-
ticni prostor i time onemogucava nesmetana cirkulacija
vazduha kroz interéestine kanale. Treba istaéi i da
svako vece usitnjavanje biomase zahteva vise energije,
pa je neophodno odrediti najvec¢u optimalnu velicinu
Cestica kako bi se smanijili troSkovi ulaganja energije. Na
osnovu dosadasnjih eksperimenata (koje su sproveli
Nazarpour i sar. [63], Membrilo i sar. [64], Wan i Li [65]
i dr.) moZze se zaljuciti da se najveée uklanjanje lignina
postize na Cesticama precnika 5-10 mm; znatno manje
lignina se uklanja kada su Cestice supstrata precnika
manjeg od 1 mm ili ve¢eg od 15 mm — za dobijanje
malih ¢estica (<1 mm) trosi i viSe energije.
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Vlaznost je veoma vazan parametar za proces fer-
mentacije na Cvrstom supstratu. Inicijalna vlaznost
uti¢e na rast i razvoj gljiva, kao i na sekundarni meta-
bolizam. Nekim optimumom se smatra 70-85% vlage
[62]. U slucaju premalo vlage onemoguden je rast i
razvoj gljiva, dok previse vlage moze negativno uticati
na cirkulaciju gasova i moguca je kontaminacija sup-
strata bakterijama. Dobri rezultati razgradnje lignina su
dobijeni pri vlaznosti od 70% [62].

Bazidiomicete koje izazivaju belo truljenje su mezo-
fili, koje visoku razgradnju lignina postizu izmedu 25—
—30 °C [65]; askomicete dobro rastu na oko 39 °C [62].
Metabolizam ligninolitickih gljiva generiSe toplotu i
stvara temperaturni gradijent. Da temperatura ne bi
porasla do visine koja inhibira rast i metabolizam, ili
ubija gljive, tokom predtretmana je potrebno uklanjati
visak toplote iz sistema.

Optimalne pH vrednosti rasta vecine gljiva koje iza-
zivaju belo truljenje su izmedu 4 i 5. Mnoge od njih
mogu tokom predtretmana acidifikovati supstrat do
vrednosti koja inhibira rast gljiva, pa je potrebno pratiti
i korigovati uslove kisolosti sredine [56].

Degradacija lignina je gotovo u popunosti oksida-
tivni proces, zbog Cega je aeracija joS jedan veoma
bitan parametar. Poveéanjem nivoa kiseonika moze se
znatno unaprediti proces razgradnje lignina gljivama.
Eksperimentalno je utvrdeno da brzina formiranja
€0, u uslovima povec¢anog nivoa kiseonika znagajno
raste (u eksperimentu sa P. chrysosporium brzina for-
miranja “*CO, je bila tri puta veéa u uslovima &istog
kiseonika (100% O,) u odnosu na atmosferu sa 21% O,
[39]). Kada se predtretman izvodi u erlenmajeru u
statickom procesu, pasivna difuzija vazduha je do-
voljna, medutim ako se proces izvodi sa pakovanim
slojem neophodno je primeniti prinudnu cirkulaciju vaz-
duha [62]. Da bi se obezbedilo izvodenje fungalnog
predtretmana aeracija mora biti kontrolisana, jer visoka
koncentracija kiseonika ne unapreduje selektivnost
delignifikacije, iako unapreduje brzinu [56,62].

Najveci nedostatak bioloskog predtretmana pred-
stavlja dugo vreme trajanja procesa, uglavnhom nekoliko
nedjelja do nekoliko meseci. Uprkos tome $to je u pi-
tanju jeftina metoda, ima zanemarljive zahteve za ener-
gijom, ekoloski je pogodna, zbog dugog vremena jo$
uvek nije primenljiva u industriji. P. chrysosporium je
brzorastuca gljiva i moZe za svega nekoliko dana da
znacajno razgradi lignin, ali je neselektivni razlagac.
Nasuprot njoj, P. ostreatus, druga Siroko proucavana
gljiva, moze za nekoliko nedjelja ostvariti znacajnu raz-
gradnju lignina [62]. U zavisnsti od vrste gljive i sup-
strata zavisi i vreme trajanja procesa; za dostizanje
maksimuma razgradnje tvrdog drveta je najceSce po-
trebno 3-8 nedelja, a slame 3—4 nedelje [56].



J.M. JOVIC i sar.: PRIMENA GLJIVA KOJE RAZGRADUJU LIGNOCELULOZU ZA PROIZVODNJU BIOETANOLA

Hem. ind. 69 (6) 627—641 (2015)

METODE HIDROLIZE

Razgradnja polisaharida do fermentabilnih Seéera
vrsi se kiselinama (razblazenom ili koncentrovanom
sumpornom ili hlorovodoni¢nom kiselinom) ili enzi-
mima (fungalnim i bakterijskim celulazama i hemicelu-
lazama). Proces razblaZzenim kiselinama moZe biti jed-
nostepeni ili dvostepeni (slika 4). U oba slucaja dolazi
do dehidratacije jednog dela oslobodenih Secera, zbog
¢ega nastaju inhibitori fermentacije: hidroksimetilfur-
furali (HMF, od heksoza) i furfurali (od pentoza). Hidro-
liza koncentrovanim kiselinama je efikasnija; razgradnja
polisaharida je potpuna i brza i skoro da nema formi-
ranja HMF i furfurala [2]. Medutim, iz bezbednosnih
razloga i da bi se snizila cena procesa, na kraju je neop-
hodno kiselinu ukloniti i neutralisati, za Sta se koristi
kalcijum-hidroksid; problem predstavlja formiranje hid-
ratisanog gipsa (CaS0,4-2H,0) jer je zagadivac Zivotne
sredine.

Enzimskom hidrolizom se postize visok prinos
redukujuéih Secera i visoka selektivnost; niza je cena
procesa, procesni uslovi za naredni korak (fermentacije)

su umereni; medutim, cena samih enzima je jo$ uvek
visoka, Sto onemogudava da bioetanol iz lignoceluloze
bude konkurentan fosilnom gorivu ili bioetanolu
dobijenom iz skrobnih sirovina [2]. Enzimska hidroliza
(slika 4) moze teci paralelno sa fermentacijom (simul-
tana saharifikacija i fermentacija, SimSF) [66] — procesi
fermentacije i hidrolize teku u suboptimalnim uslovima,
smanjena je inhibicija krajnjim proizvodima hidrolize; ili
moze biti odvojen proces od fermentacije (en. separate
hydrolysis and fermentation, SHF) — moguce je podesiti
optimalne uslove za procese fermentacije i hidrolize, ali
inhibicija supstratom je izraZenija i veéi su troSkovi pro-
izvodnje nego kod SimSF.

INHIBITORI FERMENTACIJE | DETOKSIKACIJA

lako tokom bioloskog predtretmana ne nastaju inhi-
bitori hidrolize i fermentacije, u eksperimentu sa nepre-
¢is¢enim enzimima Wang i sar. su pokazali da prisustvo
lakaze, posebno aktivne lakaze, utiCe represivno na
aktivnost celulaza [67], pa je poZeljno ukloniti ovaj
enzim pre pocetka hidrolize. Za razliku od bioloSkog
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Slika 4. Metode hidrolize: A) dvostepeni postupak razblaZenim kiselinama, B) enzimska hidroliza — odvojena hidroliza i fermentacija,

C) enzimska hidroliza — simultana saharifikacija i fermentacija.

Figure 4. Hydrolysis methods: A) two-stage dilute-acid hydrolysis process; B) enzymatic hydrolysis — separate hydrolysis and
fermentation; C) enzymatic hydrolysis — simultaneous saccharification and fermentation.
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predtretmana tokom fizickih, fizicko—hemijskih i hemij-
skih metoda, kao i u procesu hidrolize kiselinama, cesto
nastaju inhibitori, koje Cine: slabe kiseline, derivati fur-
ana i fenolne komponente. Inhibitorni efekat mogu
imati i primenjene hemikalije, ekstrakti ukljucujuéi ter-
pene, alkohole i aromati¢ne komponente (tanine), me-
tali oslobodeni iz opreme koja se koristi i aditivi kao Sto
su nikl, gvozde, bakar i hrom.

Inhibitori imaju toksi¢an efekat na proizvodne mik-
roorganizme i na taj nacin smanjuju prinos i produktiv-
nost. Stepen toksi¢nosti zavisi od fizioloskog stanja
Celije, rastvorenog kiseonika i pH medijuma [12]. De-
toksikacija se vrsi hemijskim (bazama [68], najcesce
Ca(OH),), fizickim (evaporacijom u rotacionom evapora-
toru, ekstrakcijom, jonskom izmenom, aktivnim ugljem)
i bioloskim metodama (enzimima lakazama i peroksi-
dazama, gljivama Trametes versicolor, Trichoderma
reesei ili razlic¢itim bakterijama [69]).

Fermentacija hidrolizata

Fermentacija je metaboli¢ki proces konverzije Se-
¢era do kiselina, gasova i/ili alkohola. U lignoceluloz-
nom hidrolizatu su prisutne dve grupe Secera: heksoze
(glukoza, manoza i galaktoza) i pentoze (ksiloza i ara-
binoza), ali organizmi, koji se pretezno koriste u indus-
triji etanola, uglavnhom ne mogu efikasno fermentisati
pentoze (videti tabelu 4) [70-72].

Metabolizam glukoze se odvija Embden-Majerho-
fovim (EM, slika 5) (pr. u kvascu Saccharomyces
cerevisiae) ili Entner—Doudorofovim (ED) putem (slika
5, u bakterijama poput Zymomonas sp.). ED putem se
oslobada upola manje ATP po molu glukoze nego u
sluaju EM puta, zbog Cega se biomasa proizvodnog
mikroorganizma ne uveédava mnogo, pa viSe Secera
moze da se konvertuje do Zeljenog proizvoda. U indus-
triji etanola se prioritetno koristi kvasac S. cerevisiae
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Slika 5. Metabolicki putevi fermentacije glukoze: Entner—Dou-
dorofov (ED) i Embden Majerhofov (EM).

Figure 5. The metabolic pathways for glucose fermentation:
Entner—Doudoroff (ED) and Embden Meyerhof (EM) pathways.

Tabela 4. Organizmi producenti etanola i supstrat koji mogu fermentisati
Table 4. Organisms producers of ethanol and substrate they can ferment

Organizam

Supstrat

Saccharomyces cerevisiae
S. carlsbergensis
Kluyveromyces fragilis
Candida tropicalis

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

Glukoza, galaktoza, laktoza
Glukoza, ksiloza, ksiluloza

Bakterije

Zymomonas mobilis
Clostridium thermocellum
C. acetobutylicum
Escherichia coli

Klebsiella oxytoca
Lactobacillus plantarum
L. casei

L. xylosus

Glukoza, fruktoza, saharoza, inzenjerovana da koristi ksilozu

Glukoza, celobioza, celuloza

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

Ksiloza
Ksiloza, celobioza, glukoza

Brze iskoris¢enje celobioze nego glukoze

Laktoza

Celobioza ukoliko su dodati nutrijenti, glukoza, ksiloza i arabinoza
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[73,74]: bezbedan (GRAS), tolerantan prema inhibito-
rima fermentacije, ali ne moze fermentisati aldopen-
toze do etanola.

Kanalisanje pentoznih Secera do centralnog meta-
bolizma u bakterijama se vrsi izomeraznim putem; u
kvascima i filamentoznim gljivama metabolickim putem
reduktaza/dehidrogenaza [75]. Malo organizama je
sposobno prirodno da fermentiSe pentoze (neke vrsta
rodova Pichia i Candida, kao i filamentozna gljiva Fus-
arium oxysporum [75]), ali je brzina konverzije ovim
organizmima mala. Predlozeni put katabolizma ksiloze
dat je na slici 6. Metabolickim inZenjerstvom uvedeni su
putevi ksiloza izomeraze i arabinoza izomeraze u S.
cerevisiae i, na taj nacin, stvoreni sojevi kojima se pos-
tizu visoki prinosi. Metode genetickog i metabolickog
inZenjerstva primenjene su i na drugim proizvodnim
mikroorganizmima; osim unapredenju fermentacije,
tezi se i povecanju otpornosti organizama prema inhibi-
torima fermentacije [76].

Neke bakterije poput Clostridium thermocellum i
filamentozne gljive Monilia sp., Neurospora sp., Zygo-
saccharomyces rouxii, Aspergillus sp., Trichoderma viri-

— D-ksiloza >

de [72], mogu direktno transformisati celulozu do eta-
nola, ali je mali prinos etanola, dugo vreme konverzije i
nastaju sporedni produkti poput siréetne i mlecne kise-
line.

U novije vreme razmatra se primena samo jednog
organizma sposobnog za cetiri bioloSke konverzije:
produkciju glikolitickih enzima (celulaze i hemicelulaze),
hidrolizu predtretirane biomase, fermentaciju heksoza i
fermentaciju pentoza. Ova metoda je poznata pod
nazivom konsolidovani bioproces (CBP) — ili direktna
mikrobna konverzija (DMC). Kako jos uvek nije prona-
den niti stvoren idealan organizam, Cesto se primenjuje
bakterija Clostridium thermocellum, koja je sposobna
da hidrolizuje celulozu i fermentiSe glukozu, zajedno sa
C. thermosaccharolyticum koja moze fermentisati pen-
toze [77,78]. Novije studije su fokusirane na kombino-
vanju proizvodnje celulaza i sojeva mikroorganizama
koji daju visoke prinose etanola poput Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca i Zymomonas mobilis.
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Figure 6. The metabolic pathways for xylose fermentation.
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ZAKLJUCAK

Potreba za zamenom fosilnog alternativnim gori-
vima je usmerila mnoga istraZivanja ka razvoju teh-
nologije proizvodnje etanola na jeftinim sirovinama,
poput lignoceluloznog otpada. Zbog kompleksnosti
strukture i velike otpornosti lignocelulozne biomase
prema dejstvu enzima i mikroorganizama, razvijene su
razli¢ite metode predtretmana (fizicke, hemijske, fizi-
¢ko—hemijske, bioloske), koje veéinom zahtevaju skupe
i toksi¢ne hemikalije, ulaganje energije ili specijalno
konstruisanu opremu. BioloSkim predtretmanom bi se
mogla obezbediti jeftina, ekoloski bezbedna tehno-
logija, koja ne zahteva dodatno ulaganje energije ni
toksi¢nih hemikalija. Postojeéi probelem — dugo vreme
inkubacije — sa kojima se susrece biloski predtretman,
bi se mogao resiti primenom brzorastucih gljiva koje
mogu proizvesti vece koli¢ine ligninolitickih enzima, ili
kombinovanjem bioloske i neke druge metode pred-
tretmana; dok primena selektivnih razgradivaca lignina
omogucava da se celuloza sauva. Jo$ jedna pozitivna
strana primene bioloskog predtretmana su sporedni
proizvodi: od fungalne biomase se mogu dobiti hitin i
hitozan, koji se koriste za proizvodnju superapsorbe-
nata; upotreba jestive gljive, poput bukovace (P. ostre-
atus), se moze koristiti u ishrani; a precis¢avanjem
enzimskih ekstrakata, nastalim tokom predtretmana,
dobijaju se industrijski enzimi koji se mogu koristiti u
procesima bioizbeljivanja, bioremedijacije...

Trenutna istraZivanja fungalnih ligninolitickih meha-
nizama su usmerena na mogucnost primene gljiva i
njihovih enzima u bioloSkom predtretmanu, biopulpi-
ranju i bioremedijaciji (zbog sposobnosti da razgraduju
aromati¢na jedinjenja po strukturi slicna komponen-
tama lignina).
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SUMMARY
APPLICATION OF LIGNOCELLULOLYTIC FUNGI FOR BIOETHANOL PRODUCTION FROM RENEWABLE BIOMASS
Jelena M. Jovi¢', Jelena Pejinz, Sunica Kocié¢-Tanackov?, Ljiljana Mojovi¢*

'Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
zFacuIty of Technology, University of Novi Sad, Novi Sad, Serbia

(Review paper)

Pretreatment is a necessary step in the process of conversion of lignocellulosic Keywords: Biological pretreatment e
biomass to ethanol; by changing the structure of lignocellulose, enhances enz- Fungal enzymes e Bioethanol e Solid
ymatic hydrolysis, but often it consumes large amounts of energy and/or needs an state fermentation e Lignocellulosic bio-
application of expensive and toxic chemicals, which makes the process econo- mass

mically and ecologically unfavourable. Application of lignocellulolytic fungi (from
the class Ascomycetes, Basidiomycetes and Deuteromycetes) is an attractive
method for pre-treatment, environmentally friendly and does not require the
investment of energy. Fungi produce a wide range of enzymes and chemicals,
which, combined in a variety of ways, together successfully degrade lignocellu-
lose, as well as aromatic polymers that share features with lignin. On the basis of
material utilization and features of a rotten wood, they are divided in three types
of wood-decay fungi: white rot, brown rot and soft rot fungi. White rot fungi are
the most efficient lignin degraders in nature and, therefore, have a very important
role in carbon recycling from lignified wood. This paper describes fungal mech-
anisms of lignocellulose degradation. They involve oxidative and hydrolytic mech-
anisms. Lignin peroxidase, manganese peroxidase, laccase, cellobiose dehydro-
genase and enzymes able to catalyze formation of hydroxyl radicals ("OH) such as
glyoxal oxidase, pyranose-2-oxidase and aryl-alcohol oxidase are responsible for
oxidative processes, while cellulases and hemicellulases are involved in hydrolytic
processes. Throughout the production stages, from pre-treatment to ferment-
ation, the possibility of their application in the technology of bioethanol pro-
duction is presented. Based on previous research, the advantages and disadvant-
ages of biological pre-treatment are pointed out.
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