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1. UvVOD

Od 1970-ih godina proslog stoljeca istrazivanja rekombinantne DNA i monoklonskih antitijela
su promicala brzi razvoj moderne biotehnologije. Jos na prijelazu tisu¢lje¢a predlozeno je da
se 21. stoljece zove stolje¢e biologije (Calicioglu i Bogdanski, 2021). S poveéanom i sve
brojnijom primjenom biotehnologije, ekonomski atributi biotehnologije su iskoriSteni i ojacani,
a industrije 1 industrijski klasteri bioenergije, biomedicine 1 srodnih podrucja su postupno
uspostavljeni diljem svijeta. Napredak biotehnologije pokrenuo je nove na¢ine proizvodnje,
cirkulaciju (kruZenje), razmjenu 1 potros$nju, kao 1 institucionalne sustave koji su uvelike
promijenili ekonomsku i drustvenu strukturu 1 doveli do novog gospodarskog oblika
ekonomije, na temeljima poljoprivredne, industrijske 1 informacijske ekonomije.
Bioekonomija je novi oblik ekonomije koja se razlikuje od industrijske 1 informacijske, a
istovremeno predstavlja slozen oblik ekonomije koji lan¢ano povezuje razlicite industrije, kako
u smislu produktivnosti, tako i1 proizvodnih odnosa (Kardung i sur., 2021).

Cirkularna ekonomija nastoji povecati udio obnovljivih izvora ili resursa koji se mogu
reciklirati i smanjiti potroSnju sirovina i1 energije u gospodarstvu, a u isto vrijeme Stititi okolis
kroz smanjenje emisija 1 minimiziranje materijalnih gubitaka. Sustavni pristupi, ukljucujuci
ekodizajn, dijeljenje, ponovnu uporabu, popravak, obnovu i recikliranje postoje¢ih proizvoda
1 materijala, moZe imati znacajnu ulogu u odrzavanju korisnosti proizvoda, sastojaka i
materijala, te zadrzavanju njihovih vrijednosti (EEA, 2016).

Cirkularna ekonomija moze se nadopuniti bioekonomijom, kao konceptom koji moze
ukljucivati gospodarske aktivnosti povezane s izumima, razvojem, proizvodnjom i uporabom
bioloskih proizvoda i procesa za energiju, materijale i kemikalije (Platforma Biofuture, 2018).
Rezultirajuce sjeciSte ove dvije ekonomije nazvano je "cirkularna bioekonomija". Iako moze
potencijalno predstavljati prijelaz na odrziviju proizvodnju i potrosnju, koncept cirkularne
bioekonomije je jo§ uvijek u zaCecima, s mnogim preostalim izazovima 1 istrazivackim
pitanjima na koje treba dati odgovore. Naime, razne organizacije i istraZivaci definiraju
koncept na druk¢iji nacin, §to dovodi do zabune i potesko¢a u njegovoj ucinkovitoj
implementaciji. Osim toga, akademska zajednica, industrija i kreatori politika ¢esto i1 netocno
medusobno razmjenjuju pojmove "cirkularna bioekonomija" i "odrZivost" (Tan i Lamers,

2021).



Cirkularna bioekonomija predstavlja zatvoreni krug u kojem se pocetna sirovina i energija
iskoriStavaju u nizu faza (Franklin-Johnson, 2016). Ideja je da se bioprocesom dobiveni
nusprodukti i otpad pretvaraju u izvore za proizvodnju novih dobara, ¢ime se povecava
ucinkovitost iskoriStavanja pocetnog resursa, Uz istovremeno smanjivanje akumuliranog
otpada.

Filamentozne gljive imaju potencijal za kljuénu ulogu u ostvarivanju ciljeva cirkularne
bioekonomije, kao glavni katalizatori u procesima pretvorbe biomase u visokovrijedne
proizvode. Smatra se da ¢e se micelijski proizvodi pokazati konkurentnim na svjetskom trzistu
jer ¢e nuditi slicne ili superiornije karakteristike u usporedbi s klasiénim proizvodima
dobivenim procesima na bazi nafte. Dodatna prednost micelijskih proizvoda je njihova
biorazgradivost uz istovremeni pozitivan u¢inak na okoli§, prvenstveno u vidu smanjenja
emisije stakleni¢kih plinova (Meyer i sur., 2016).

Izvori biomase mogu biti razli¢iti, a ukljucuju, primjerice, ostatke poljoprivredne proizvodnje,
prehrambene i1 drvne industrije. Trenutna istrazivanja posvecena su nedovoljno iskoriStenoj
biomasi lignina kao novom izvoru sirovine za primjenu u biotehnologiji filamentoznih gljiva.
Filamentozne gljive raznolika su skupina organizama, karakteristicna po dugackim nitastim
strukturama hifa koje tvore micelij. Imaju klju¢nu ulogu u ekosustavu zbog sposobnosti
pretvorbe organskog materijala u razli¢ite metabolite, enzime i materijale (Cairns i sur, 2018).
U ovom su radu razmatrana podrucja primjene filamentoznih gljiva koja ukljucuju proizvodnju
alternativa mesu, biomaterijala razli¢itih svojstava i podrucja primjene, te rjeSavanje problema
plasti¢nog zagadenja. Ukazano je na istrazivanja njihove primjene u drvnoj industriji za
dobivanje energije i drvnih proizvoda, uz istovremeno smanjenje emisije ugljicnog dioksida.
UocCeno je da, unato¢ velikom potencijalu, komercijalna primjena ovih organizama u
odredenim podru¢jima jo§ uvijek izostaje zbog niza ogranienja. Za ostvarivanje punog
potencijala ovih organizama i primjenu u biorafinerijama potrebna su prije svega daljnja
istrazivanja i napredci na podrucju znanosti i tehnologije uz suradnju biologa, kemicara,
bioinformaticara, procesnih inzerenja, ali i struénjaka s podrucja cirkularne bioekonomije i

politike.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Tehnoloski razvoj 1 vrste ekonomije

Tijekom povijesti CovjeCanstva, potaknut znanstvenim i tehnoloskim revolucijama,
gospodarski razvoj je prolazio kroz pet faza: ekonomija lovaca i sakupljaca, poljoprivredna
ekonomija, industrijska ekonomija, informacijska ekonomija i bioekonomija (Slika 1) (Wei i

sur., 2022).

brzina ekonomskog rasta ; ”
Bioekonomija

trajanje ekonomskog razvoja = ~——— ™~

Informacijska
ekonomija

Industrijska
ekonomija

Poljoprivredna
ekonomija

Lovno-sakupljacka
ekonomija _

Pojava 10 000 god. kraj 18. stoljeca 1970 2000 razdoblje
Covjecanstva  pr. Krista

Razina ekonomskog razvoja

Slika 1. Evolucija pet vrsta ekonomije (Wei i sur., 2021)

Od pojave ljudskih bi¢a prije otprilike 5 milijuna godina, ljudi su uglavnom preZzivljavali loveci
zivotinje 1 sakupljajuci plodove, oslanjajuci se na svoju fizicku snagu kao dominantno sredstvo
za proizvodnju i neka jednostavna oruda koja su se kasnije pojavila. Proizvodne aktivnosti u
velikoj su mjeri ovisile o prirodi i pokazale su izvorni “sklad ¢ovjeka i prirode” u odnos prema
lovu 1 fazi sakupljanja 1 bez ocite vodece tehnologije u ovoj fazi. Oko 10.000 godina pr. Krista,
s razvojem sadnje usjeva, te uzgoja stoke i peradi, zemlja je postala glavno sredstvo rada,
zajedno s poljoprivrednim orudem kao, primjerice, bron¢ano i zeljezno orude, a ljudsko drustvo
uslo je u poljoprivrednu ekonomiju. Krajem 18. stoljeca velike razvijene zemlje dovrSile su
industrijsku revoluciju; stoga su pogonski strojevi u velikoj mjeri zamijenili ru¢ni rad (Marsh,
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2012). Pod industrijskom ekonomijom, posjedovanje i dodjela prirodnih resursa kao Sto su
fosilna goriva, odigrali su potpornu ulogu u razvoju proizvodnje i tako postala odlucujuci
¢imbenik stupnja gospodarskog razvoja. Rad i kapitalni viSak vrijednosti bit su industrijske
ekonomske proizvodnje, a sa sve ve€im ograni¢enjem energije i resursa, informacije su postale
glavna snaga ekonomskog razvoja. Od 1970-ih godina pojavila su se velika racunala,
mikroprocesori i Internet. Uz podrsku kapitala, napredak informacijskih tehnologija se velikom
brzinom povecava, a umjetna inteligencija uvelike ojacava i moze Cak zamijeniti ljudski
mentalni rad; stoga viSa umjetna inteligencija poCinje smanjivati ulogu djelatne snage (Davis 1
Meyer, 2000).

Bioekonomija se pocela razvijati nesto kasnije od informacijske ekonomije, ali se razvija brze
od ostalih oblika ekonomija. Do 2000. godine, kada je izradena mapa ljudskog genoma,
primjena biotehnologije postaje su sve opseZnija, a bioekonomija se postupno razvija i
sazrijeva. Moderna biotehnologija, predstavljena genetskom modifikacijom, uredivanjem gena
1 sintetskom biologijom, uvelike skracuje proces poboljSanja biljnih, Zivotinjskih i mikrobnih
vrsta. Usvajanje biotehnologije (bioproces 1 biorafinerija tehnologija) za proizvodnju
biokemikalija, biomaterijala 1 bioenergije u osnovi smanjuje ovisnost o fosilnim sirovinama 1
energiji. U isto vrijeme, stvaranje novih sorti visoke kvalitete i visokog prinosa, smanjuje
ovisnost tradicionalne poljoprivrede o zemljiStu, klimi 1 drugim resursima, poboljSava
odrzivost poljoprivrede 1 industrije, te demonstrira novi skladni odnos Covjeka i prirode

(Tablica 1).



Tablica 1. Karakteristike i osnovne postavke glavnih ekonomskih oblika (Wei i sur, 2021)

Ekonomski oblik | Dominantna Klju¢na svojstva
tehnologija

Lovno-sakupljacka | Primjena kamenog Rad + jednostavno

ekonomija oruda orude

Poljoprivredna Koristenje poljoprivrednih alata, Zemlja + poljoprivredni

ekonomija navodnjavanje, upotreba gnojiva, tehnike | 3]ati (+ inteligencija)
uzgoja

Industrijska Koristenje parnog stroja, mehanizirana

ekonomija oprema

Informacijska Elektroni¢ka znanost, komunikacijska | Umjetna inteligencija +

ckonomija tehnologija, internetska tehnologija kapitalizam

Bioekonomija Tehnologija sekvenciranja, Biolos§ki resursi +
transgenska tehnologija, sinteticka biotehnologija + kapital
biologija

2.2. Filamentozne gljive i njihova primjena

Filamentozne gljive opisane su kao ,,jedinstvene*. skupina organizama, razli¢ita od svih drugih
po svom ponaSanju i stani¢noj organizaciji. Evolucijom su postale sposobne ucinkovito
razgraditi organske i polimerne tvari (Spatafora i sur., 2017). Polisaharidi iz biljne biomase
¢ine vec¢inu biomase na Zemlji; 450 od ukupno 550 gigatona ugljika (Bar-On 1 sur., 2018) i
predstavljaju glavni izvor ugljika koji poticu rast filamentoznih gljiva. Njihove stanice luce
enzime, kao Sto su celulaze, amilaze, pektinaze, inulaze, proteaze i lipaze, u okoliSne podloge
1 hidroliziraju (razgraduju) biljne polisaharide (npr. celulozu, skrob, pektin, inulin), proteine i
lipide.

Sa svojim jedinstvenim oblicima 1 funkcijama imaju srediSnju ulogu u razgradnji otpada 1
biogeokemijskom kruZenju, kao 1 doprinosu obradi i strukturi tla. Filamentozne gljive vezu
Cestice tla u agregate putem mreZe hifa. Neke gljive prodiru u biljne stanice i rastu izmedu njih
da bi oblikovale mikorizne 1 endofitne odnose, dok druge koriste resurse dostupne u filosferi,
rizosferi 1 na rizoplanu. Filamentozne gljive, ukratko, su odgovorne za Sirok raspon vaznih

funkcija u prirodi koje mogu imati suptilni utjecaj na razini ekosustava (Deshmukh i sur.,
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2016).

Prirodni metabolicki kapacitet filamentoznih gljiva je iznimno raznovrstan i upravo to ¢ini ove
organizme jedinstvenim u prirodi. Proizvodi koji se mogu dobivati iz filamentoznih gljiva ne
¢ine samo ve¢ tradicionalna proizvodnja limunske kiseline i enzima. U tablici 2 navedene su
vrste filamentoznih gljiva i vazni proizvodi koji se iz njih mogu izolirati i dobiti biotehnoloskim
procesom. Na temelju podataka navedenih u tablici vidljivo je da se iz filamentoznih gljiva
mogu izolirati razli¢iti korisni proizvodi za covjeka koji ukljucuju: organske kiseline,
kemikalije, antibiotike 1 druge lijekove, proteine, enzime, alternative mesu, polunezasicene
masne kiseline, slozene materijale, umjetnu kozu. Posebno je vazna njihova primjena u
farmaceutskoj industriji za dobivanje razli¢itih lijjekova. U tablici 3 navedeni su neki od

lijekova koji se dobivaju iz filamentoznih gljiva, te njithova primjena u farmaceutici.



Tablica 2. Vrste filamentoznih gljiva i proizvodi koji se iz njih dobivaju (Meyer, 2020)

Vrsta filamentozne gljive

Vazni proizvodi

Acremonium chrysogenum

B-laktamski antibiotici (cefalosporini)

Aspergillus niger

enzimi (glukoamilaze, proteaze, fitaze, glukoza oksidaze)
organske kiseline (limunska, glukonska)

A. oryzae

enzimi (amilaze)

A. terreus

enzimi (ksilanaze),
organske kiseline (itakonska),

sekundarni metaboliti (lovastatin)

Blakeslea trispora

vitamini (B-karoten)

Fusarium venenatum

mikoproteini kao alternativa mesu

Ganoderma lucidum

sloZzeni materijali (ambalaza i gradevinski materijal)

umjetna koza

Mortierella alpina

polunezasi¢ene masne kiseline koristene kao aditivi hrani

Mucor circinelloides

polunezasi¢ene masne kiseline koristene kao aditivi hrani

Penicillium brevicompactum

mikofenolna kiselina

P. camemberti

proizvodnja sira

P. chrysogenum

B-laktamski antibiotici (penicilini)

enzimi (glukoza oksidaze)

P. nalgiovense

mesni proizvodi s plemenitom plijesni

P. roqueforti

proizvodnja sira

P. solitum

mevastatin

Pleurotus ostreatus

hrana

slozeni materijali (ambalaza i gradevinski materijal)

Rhizopus oligosporus

proizvodnja tempeha

Thermothelomyces

thermophilus

enzimi (celulaze, fitaze, lakaze)

Trichoderma reesei

enzimi (celulaze, hemicelulaze)

Umbelopsis isabellina

polunezasi¢ene masne kiseline koriStene kao biodizel




Tablica 3. Odabrani lijekovi dobiveni iz filamentoznih gljiva i njigove primjene (Meyer, 2020)

Lijek Komentar i primjena

B-laktat Penicilini i cefalosporini ¢ine vise od 30 % globalnog trzista
antibiotika

Ciklosporin Imunosupresiv  koji sprjeCava odbacivanje organa pri
transplantaciji

Drospirenon Steroidni hormon u kontracepcijskim tabletama Slynd; u

kombinaciji s estrogenom prodaje se pod trgovackim

nazivom Yasmin

Ehinokandin Kaspofungin, mikafungin 1 anidulafungin koriste se u

lijecenju infekcija izazvanih gljivica roda Candida

Griseofulvin Antifugalni lijek za lijeenje infekcija kozZe

Mikofenolna kiselina | Imunosupresiv koji sprjeCava odbacivanje organa pri

transplantaciji, prodaje se pod imenom CellCept

Miriocin Kemijski analog molekule koristi se za lijeCenje multiple
skleroze
Psilobicin Inkaloid koji je trenutno u drugoj fazi klinickih testiranja za

lijeCenje klinicke depresije, FDA smatra da se radi o vaznom

preokretu u terapiji

Statini Lovastatin, simvastatin i pravastatin namijenjeni za lijeCenje

kardiovaskularnih bolesti tako $to snizuju razinu kolesterola

2.2.1. Alternativa mesu

Ususret rastu¢im problemima odrZivosti mesne industrije i sve jasnijem Stetnom utjecaju mesa
1 mesnih proizvoda na ljudsko zdravlje, nastoje se pronaci alternativni izvori proteina koji bi
barem djelomi¢no, ako ne i1 u potpunosti zamijenili meso u prehrani. Jedan od potencijalnih
izvora alternative mesu su filamentozne gljive. Gljive su dio covjekove prehrane vec
tisu¢lje¢ima, a koriste se i za proizvodnju dodataka prehrambenim proizvodima. Filamentozne
gljive pokazuju potencijal u proizvodnji proizvoda nalik mesu koji bi mogli biti prikladna

zamjena po pitanju nutritivnih, funkcionalnih i senzornih svojstava.



Mikoproteini su definirani kao prehrambeni proizvod koji se sastoji od biomase gljiva dobivene
procesom fermentacije. Sto se tide samog nutritivnog sastava mikoproteina, oni su bogati
lizinom, ali nedostatni cisteinom i metioninom, te sadrze glutation, tiamin folnu kiselinu i
riboflavin kao molekule od nutritivog znacaja (Derbyshire, 2021). Mikoproteini su dobar izvor
masnih kiselina i vlakana. Mast je zastupljena u obliku visestruko nezasi¢enih masnih kiselina
kao $to su linolna and linolenska. Ne sadrze kolesterol s obzirom na to da su steroli gljiva
razli¢iti od Zivotinjskih (Cheung, 2010). U usporedbi sa zivotinjskim proteinima, proteini
dobiveni iz gljiva sadrze nizi udio vitamina B12 1 Zeljeza. Nadalje, prema toksikoloSkim
istrazivanjima, konzumiranje mikoproteina nema negativan ucinak na zdravlje covjeka ili
zivotinja (Hashempour-Baltork i sur., 2021). Udjel proteina kod uzgoja filamentoznih gljiva na
razli¢itim supstratima prikazan je u tablici 4. Postotak bjelacevina se proteze u rasponu od 10

% do 63 %, a ovisi o supstratu koji se koristi za kultivaciju organizma.
P ] Ju o1rg



Tablica 4. Udjel proteina dobiven uzgojem filamentoznih gljiva na razli¢itim supstratima

(Ritala i sur., 2017)

Vrsta Supstrat Ufjje'
proteina (%)
Rizine mekinje 10
Aspergillus flavus Jabu¢na komina 17-20
Otpadci banana 18
RiZine mekinje 11
Otpadna voda u proizvodnji 49
A. niger Otpatci proizvodnje krumpirova
Skroba 3
Otpadna voda 50
A. ochraceus Rizine mekinje 10
A. oryzae Rizine mekinje (oduljene) 24
Neurospora (Chrysonilia) sitophila | Lignin 39
Cladosporium cladosporioides Rizine mekinje 10
Fusarium semitectum Rizine mekinje 10
Monascus ruber Rizine mekinje 10
Penicillium citrinum Rizine mekinje 10
Pleurotus floridans Slama (pSeni¢na) 63
Trichoderma harzianum Filtrat sirutke 34
T. viride Pulpa citrusa 32

Proizvodnja proizvoda nalik mesu zapocinje uzgojem organizma gljive u fermentorima na
jednostavnim solima i glukozi kao izvoru ugljika. Na slici 2 prikazan je proces fermentacije
proizvoda¢a Quorn™. To je jedan od najpoznatijih proizvodaca alternativa mesu koji koristi
filamentoznu gljivu Fusarium venenatum za uzgoj u air-lift tlaénim fermentorima. Fermentori
su visine 30 m i imaju radni volumen od otprilike 150 m®. Konstrukcija i dimenzije fermentora
napravljeni su da u usporedbi s klasicnim fermentorima imaju operacijske i kontrolne
prednosti, kao Sto je mala sila smicanja radi rasta duljih hifa. Nakon uzgoja u fermentoru,
dobiveni produkt se izdvaja i zagrijava do odredene temperature s ciljem unistavanja proteaza

i reduciranja sastava RNA. Nakon toga micelij se formira u pastu, kuha i zamrzava.
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FERMENTACUJA  REDUKCIJA  CENTRIFUGA  HLADNJAK
rast organizma RNA mikoproteinska pasta

SIROVINE = OTPREMA NA DALJNJU OBRADU

UPRAVLJANJE
PROCESOM

PROIZVODNJA HRANE

CISTAVODA

o~
= o~

GOSPODARENJE OTPADOM

SEPARACLIA OTPADNI MULJ
skladistenje ispod povrsine

“DEEP SHAFT” FERMENTOR
obrada otpada

Slika 2. Quorn™ fermentacijski proces. (Appels i sur., 2019)

Kao izvor glukoze mogu se koristiti razlicite sirovine. Trenutno se koristi §krob iz pSenice ili
kukuruz koja se enzimatski razgraduje glukoamilazom dobivenom iz A. niger. U buduénosti
se razmatra koristenje lignocelulozne sirovine kao izvora glukoze. Kod hranjiva za zivotinje
nuzan je dodatak proteina, dok sintezu proteina kod uzgoja filamentoznih gljiva vrse
filamentozne gljive, pa nije potreban dodatak proteina.

Osim razli¢itih nutritivnih vrijednosti, prehrambeni proizvodi dobiveni iz gljiva, za razliku od
proizvoda iz biljaka ili Zivotinja, imaju jeftiniju 1 ekoloski orijentiraniju proizvodnju. Razlog
jeftinije proizvodnje je uzgoj na jeftinim supstratima koji su nusprodukti ili otpadci
prehrambene, drvne ili poljoprivredne industrije. Takoder, za proizvodnju mikoproteina
potrebne su manje koli¢ine vode, u usporedbi s proizvodnjom Zivotinjskih proteina. Daljnja
podrucja istraZivanja i unaprjedenja proizvodnje proizvoda nalik mesu ukljucuju smanjenje

koriStenja vode, izbor ugljikohidrata, optimizaciju fermentora te iskoriStavanje nusprodukta.
2.2.2. Biomaterijali

Gljive su odgovorne za razgradnju umrlog biljnog materijala. Razgradnja tkiva biljaka

zapocinje razbijanjem molekule celuloze, lignina i drugih sastojaka. Uz pomo¢ gljivi¢nih
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enzima nastale molekule se reorganiziraju u molekule koje gljive koriste za rast svoje biomase.
Stani¢nu stijenku gljiva ¢ine lanci hitina i glukana, koji uz celulozu i keratin, stvaraju prirodne
polimere koji izgraduju najévrséa organska tkiva. Hitin se osim u gljivama nalazi u izdrzljivim
egzoskeletima insekata i Skoljkasa.

Razlikujemo dvije vrste materijala koje dobivamo iz gljiva razli¢itim procesima. Prva vrsta
materijala je Cisti fungalni materijal. On se dobiva na dva nacina: potpunom razgradnjom
supstrata ili uklanjanjem tkiva gljiva iz supstrata. Druga vrsta materijala je kompleksni
materijal dobiven inaktivacijom gljiva prije same razgradnje supstrata koja primjerice moze
ukljucivati inaktivaciju suSenjem ili toplinom. Dobiveni materijal sastoji se od nakupina
organskog supstrata medusobno povezanih preko mreze hifa (Grimm 1 Wosten, 2018).

Cisti i kompleksni materijali dobiveni iz micelija gljiva mogu se koristiti u razli¢ite svrhe.
Svojstva kompleksnih 1 €istih materijala dobivenih iz micelija gljiva ovise o supstratu, vrsti
gljive, uvjetima rasta 1 naknadnoj obradi materijala. Ovisno o odabiru uvjeta, moguce je
napraviti Sirok spektar micelijskih materijala razlicitih svojstava. Potencijal micelija gljiva kao
izvora materijala potjece iz toga Sto takvi materijali mogu apsorbirati i rasprSivati Sirok spektar
energetskih sila, koje uklju¢uju zvucne 1 seizmicke valove ili balistiku (Pelletier 1 sur., 2019).
Ujedno se radi i o materijalima koji su prirodno otporni na plamen, dobri toplinski izolatori, te
se mogu uzgajati s ciljem postizanja zeljene fleksibilnosti ili tvrdo¢e (Jones is sur., 2018).
Prednost ovih materijala je u tome §to su iznimno visoke ¢vrstoce i izdrzljivosti, ali se isto tako
mogu razgraditi na temeljne sastojke i1 jednostavno vratiti u ekosustav. Takoder, materijali
dobiveni procesom fermentacije i razgradnje zahtijevaju znatno manje energije, vode te drugih
resursa nego materijali dobiveni uobicajenim metodama proizvodnje.

Pomoc¢u filamentoznih gljive je moguce dobiti materijale ¢ije su karakteristike slicne
karakteristikama proSirenih polistirena ili drugih pjena. Oni se dobivaju zaustavljanjem rasta
gljiva prilikom kolonizacije supstrata (Islam i sur., 2018). Isti se mogu koristiti za pakiranje ili
za toplinsku i zvu¢nu izolaciju. Osim navedenog primjera, materijali dobiveni iz gljiva imaju
potencijalnu primjenu kao zamjena za kozu, tekstil ili odredene vrste plastike. Istrazuje se i
razvoj materijala slicnih elastomerima, sloZenim materijalima, metalima i keramici. Nadalje,
koriStenjem postupka toplinskog tlatenja moguce je proizvesti materijale s ve¢om
homogenosti, ¢vrsto¢om i tvrdo¢om. Takvi materijali gube svojstva materijala sli¢nih pjenama
1 prelaze u materijale slicne plutu ili ¢ak drvetu. (Appels i sur., 2019). Za dobivanje takvih
materijala potrebno je premazati micelijske materijale da se sprijeci upijanje vode i nezeljen

gubitak organskih molekula materijala. Premazivanje materijala moZe se zaobi¢i ako se
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primjenjuju odabrani sojevi organizama koji su prethodno modificirani metodama genetickog
inzenjerstva. Na slici 3 prikazani su materijali dobiveni iz micelijske biomase. Na lijevoj strani
slike nalaze se primjeri materijala analognih drvnim i prosSirenim polistirenskim pjenama. Na

desnoj strani slike prikazan je micelijski analog Zivotinjske koze.

Slika 3. Materijali dobiveni iz micelijske biomase (Meyer 1 sur., 2020).

Primjena genetickog inzenjerstva za dobivanje biomaterijala iz filamentoznih gljiva moze se
objasniti na primjeru S. commune iz ¢ijeg se micelija divljeg tipa dobivaju materijali
karakteristika sli¢nih prirodnim materijalima drveta ili koze (Appels 1 sur., 2018). Ako se iz
genoma deletira gen koji kodira za protein hidrofobin, dobiva se soj koji nema moguénost
uklanjanja vode iz plodnog tijela gljive. Iz takvog soja moze se proizvesti materijal koji je po
¢vrstoci slican termoplastici. Razlika u svojstvima materijala nastalih iz ova dva soja je §to kod
soja s deletiranim genom za hidrofobin dolazi do boljeg pakiranja hifa §to rezultira ve¢om
gusto¢om micelija. Takoder, odsutnost proteina hidrofobina znaci da takav soj ima micelij koji
nije otporan na vodu, te posljedi¢no apsorbira vise vode 1 sporije se susi u odnosu na divlji tip
(Appels 1 sur., 2018). Materijali dobiveni iz micelija gljiva mogu imati zeljena mehanicka
svojstva 1 odredenu biolosku funkciju kao $to je ograni¢avanje dostupnosti vode objasSnjeno na
primjeru S. commune. Pra¢enjem mehanickih svojstava 1 bioloSkih funkcija micelijskih
materijala otvara se novi izvor inovativnih materijala poboljSanih svojstava.

Fleksibilnost i estetiku materijala napravljenih iz gljiva prvi su prihvatili umjetnici i dizajneri
koji su ih poceli koristiti za izradu zivu¢ih umjetnickih djela. Micelij se ponasa sli¢no kao
cement 1 gips tako da se veze, stvrdne 1 zadrzava u razli¢itim o¢vrsnutim oblike. Osim toga,
dizajneri i umjetnici uo€ili su potencijal u koriStenju materijala dobivenih iz gljiva koji su nalik

pjenama i plastici. Kao rezultat, tvrtke poput Myco Works, Ecovative Design, NEFFA 1 MOGU
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krenule su s proizvodnjom micelijskih materijala. Istrazivacki programi pokrenuti u
MycoWorks-u pokazali su da se iz micelijskog materijala moze dobiti tekstura poliesterskih
vlakana, zivotinjske koze i pjene s raznim povrSinama koje mogu biti primjerice barSunaste,
mekane, koznate, gumene ili sjajne. Nakon uzgoja micelija, on se moze rezati i obradivati kao
1 mnogi ostali materijali. Potraznju za ovom vrstom materijala ujedno je potaknula i zabrinutost
oko problema stabilizacije cijena opskrbnih lanaca u buduénosti. Jedno od prvih trzista za koje
je primjena micelijskih materijala idealno rjeSenje je modna industrija, na kojem ve¢ postoji
potraznja za zamjenom zivotinjske koZe 1 plastike ne samo od strane trziSta nego i od strane
potroSaca. Kao odgovor na potraznju, stvoren je ¢vrsti micelijski materijal oblikovan u ploce

koje se naknadno obraduju, slicnim procesima kao u proizvodnji i obradi zivotinjske koze.
2.2.3. Bioekonomija temeljena na drvetu

Velik broj zemalja svijeta, ukljuc¢ujuci i zemlje Europske unije nastoji se boriti protiv globalnog
zatopljenja 1 povecanja emisije CO; tako da trenutnu ekonomiju temeljenu na upotrebi fosilnih
izvora pretvore u ekonomiju koja koristi obnovljive prirodne izvore. Pri tome se stavlja
poseban naglasak na odrzivosti izvora koji ¢e zamijeniti fosilne izvore. Sume imaju sposobnost
aktivnog pohranjivanja ugljika, §to je upravo i1 preduvjet za ekonomiju koja tezi biti ugljik
neutralna. Zahvaljuju¢i tome S§to Sume 1 drvni proizvodi imaju mogucnost hvatanja i
pohranjivanja ugljika razmatra se primjena drveta kao resursa za postizanje ekoloskih ciljeva 1
ciljeva cirkularne ekonomije.

Trenutno iskoriStavanje drveta ukljucuje tri glavne grane: energiju, drvne proizvode, te drvne
celuloze 1 papir. Implementacija cirkularne ekonomije za cilj ima omoguciti ne samo
pohranjivanje ugljika u materijalima Sto je duze moguce, nego i recikliranje 1 prenamjenu
drvnih proizvoda prije krajnjeg iskoriStavanja istih sa svrhom dobivanja energije.

Tranzicija ekonomije na ekonomiju temeljenoj na prirodnim izvorima drveta rezultirat ¢e
povecanom potraznjom i1 nedostatkom drveta. Stoga ¢e od izrazite vaznosti u buduénosti biti
postizanje Sto vece u€inkovitosti iskoriStavanja drveta. U skladu s time, visoko kvalitetna drvna
sirovina primarno se koristi za dobivanje ¢vrstih proizvoda 1 materijala. U kasnijim koracima
iskoriStavanja sirovine, fokus je na koriStenju osnovnih vlakana, polimera i monomernih
molekula, kao Sto su primjerice Seceri i lignini. VaZznu ulogu u ostvarivanju takvog nacina
iskoriStavanja drvne sirovine pokazuju filamentozne gljive zahvaljujuéi sposobnosti da

selektivno 1 efektivno razgraduju i/ili modificiraju sve glavne drvne sastavnice. Povecanju
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ucinkovitosti pridonosi moguénost koristenja vise sirovina kao §to su sirovine koje dolaze iz
procesa proizvodnje drvne celuloze, nusproizvodi pilana ili recikliranog materijala. Mnoge
vrste takvog tipa supstrata nisu prikladne za kemijsko procis¢avanje zbog niske Cistoce, te bi
njihovo procis¢avanje zahtijevalo provodenje skupih pa time i neisplativih procesa. S druge
strane, primjena filamentoznih gljiva omogucuje rjeSavanje tog problema zahvaljujuci
otpornosti organizama i njihovoj mogucnosti transformacije ciljanih molekula koje su
sastavnice kompleksnih smjesa. U slu¢aju drvnih sirovina radi se ponajviSe o pretvorbi
molekula derivata lignina. Lignin je ujedno 1 najmanje koriSten zbog svoje kompleksne
strukture koja otezava njegovu razgradnju. Kompleksna struktura lignina sastoji se od amorfne
mreze jedinica fenil propana povezanih s hemicelulozom esterskim vezama. Na slici 4
prikazana je kompleksna struktura lignina. Osim kompleksne strukture, razlog zbog koje lignin
nije u upotrebi je njegova slaba topivost. Iza celuloze, lignin je drugi najzastupljeniji materijal
na zemlji. GodiS$nja proizvodnja lignina iznosi oko 100 milijuna tona (Bajwa 1 sur., 2019). Od
toga se vec¢ina dobivenog lignina spaljuje direktno u postrojenjima za dobivanje celuloze s
ciljem obnavljanja utroSene energije. U obradi lignina obe¢avaju¢u ulogu imaju bazidiomicete

zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti da modificiraju 1/ili mineraliziraju strukturu ovog polifenola.
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Gljive kao heterotrofni organizmi mogu razgraditi biljnu lignoceluloznu biomasu i pretvoriti
SeCere u molekule bogate energijom. KoriStenje koktela filamentoznih gljiva moze se
primjeniti za povecanje postotka iskoriStenja drveta u biorafinerijama s ciljem dobivanja
biogoriva i kemikalija druge generacije. Trenutno se za tu svrhu kao supstrat ponajvise koristi
slama. Rijetki su primjeri biorafinerija kao $to je Borregaard koja koristi drvnu sirovinu s ciljem
dobivanja bioetanola (Ragauskas i sur., 2014). Jedan od razloga je to $to je teza razgradivost
drvo zbog veceg sadrzaja lignina. Integracijom gljiva u postoje¢e biotehnoloske procese u
tvornicama drvne celuloze 1 papira koji provode separaciju drveta temeljenu na kemijskim
postupcima kao Sto je sulfatni Kraft postupak imala bi znacajnije tehnoloske 1 ekonomske
prednosti (Heternaki, 2014). Biorafinerije bazirane na takvom procesu ve¢ postoje najvise na
podru¢ju Skandinavije i istocne Europe. Unato¢ tome, vecina njih joS uvijek je daleko od toga
da postanu tvornice sa Sirokim rasponom proizvoda. U optimalnom sluc¢aju takve biorafinerije
imaju za cilj integrirati procese 1 opremu potrebne za pretvorbu biomase. Integracijom se
omogucava proizvodnja bioenergije i niza proizvoda koji ukljucuju drvnu celulozu, kemikalije
za hranu 1 farmaceutsku primjenu, biogorivo, struju 1 toplinu.

Filamentozne gljive pokazuju potencijal, ali jo§S uvijek nisu istrazeni konkretni procesi i1
proizvodi koji bi se pokazali najefikasnijim i najodrzivijim za uspostavu biorafinerija drvnih
sirovina sa smanjenim ugljicnim otiskom 1 emisijom S$tetnih plinova. Stoga je prvenstveno
vazno istraziti i pronaci rjeSenje za nepoznanice i poteskoce koje se javljaju pri koristenju te
tehnologije. Jedan od problema je nedostatak istrazivanja i literature koja se bave razgradnjom
drvne biomase, u odnosu na koli¢inu istrazivanja lakoragradive biomase kao S§to su
poljoprivredni ostaci i slama. Nadalje, potrebno je uzeti u obzir prednosti koristenja recikliranih
sirovina poput drvnih proizvoda, ostataka drvne industrije, otpadnih nusprodukata proizvodnje
drvne celuloze. Utjecaj klimatskih promjena ocituje se i u promjeni populacije drveta, pa se
moze ocekivati da ¢e drvece poput bukve ili hrasta zamijeniti vrste koje su osjetljivije na suse
1 patogene kao $to je primjerice smreka. Promjena okoliSnih uvjeta odrazit ¢e se i na izmjene u
sastavu drveca Sto ¢e posljedi€no utjecati i na gljive kao razgradivace. Primjena metoda
usmjerenog inZenjerstva omogucit ¢e optimizaciju organizma i koktela enzima gljiva kako bi

se premostile nastale razlike i osigurala efikasnost iskoriStenja drvne sirovine.

2.2.4. Smanjenje plastinog zagadenja

Plastika se koristi diljem svijeta zbog niske cijene, fleksibilnosti primjene, izdrZljivosti i male
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tezine. Visoka stabilnost i1 niska stopa recikliranja plastike rezultira time da se milijuni tona
plastike godisnje akumuliraju u okoliSu. Time predstavljanju ekolosku prijetnju za prirodu 1
ljudsko zdravlje. Procjenjuje se da se godiSnje proizvodi barem 350-400 milijuna tona plastike,
te da se proizvodnja godiSnje povecava za 7 % (Danso i sur., 2019). Glavne vrste plastike su
polietilen, polipropilen, polivinil klorid i polistiren. U€inkovito recikliranje i spaljivanje
plastike provodi se samo u nekoliko zemalja, dok vecina zemalja koristi odlagalista otpada za
pohranu plastike. Plastika koja se pohranjuje na odlagalistima podlozna je fotooksidaciji,
degradaciji 1 mehanickom raspadanju, te dolazi do stvaranja malih fragmenata, tj. takozvane
mikroplastike. Mikroplastika, plastifikatori, plasticni aditivi, dodani monomeri i oligomeri
mogu se pronaci u povrSinskim ili podzemnim vodama 1 u okoli§ mogu ispustati toksi¢ne tvari.
Godisnje procjene su da izmedu 5 1 13 milijuna tona plasticnog otpada dospije u oceane
(Jambeck 1 sur., 2015). Jedan od nac¢ina kako plastika dospijeva u hranidbeni lanac je 1 da ju
konzumiraju morske Zivotinje. Najzastupljeniji tip mikroplastike u vodenom okolisu su vlakna
koja potjecu od pranja sintetiCkih tekstila. Zamjenom sintetickih tekstila s tekstilima na bazi
micelija izravno bi se sprijecilo ispuStanje mikroplastike u okoli§ Sto bi imalo veliki utjecaj na
smanjenje plasticne polucije.

Plastifikatori se koriste u cementnoj industriji kako bi se povecala funkcionalnost cementa. Oni
omogucavaju koristenje manje koli¢ine vode, a da pritom nema gubitka viskoznosti cementa.
Dobiva se materijal visoke tvrdoce i1 ¢vrstoce kao finalni proizvod. Plastifikatori naj¢esce nisu
kovalentno povezani s polimerima, Sto je jedan od razloga njihovog ispustanja u okolis.
Trenutne plastifikatore cementa potencijalno bi mogli zamijeniti ligninom kojem je topivost
povecana upotrebom fungalnih ili bakterijskih lakaza ili drugih oksidativnih enzima. Lignin
ima izrazito hidrofobni karakter u vodi i alkoholu, ali je topiv u luznatim otopinama.
Nedostatak koriStenja lakaza iz askomiceta ili bazidiomiceta gljiva za promjenu hidrofobnosti
lignina je to $to imaju najvecu aktivnosti pri pH vrijednosti 3-5,5 (Novoa i sur., 2019). Stoga
je potrebno koristiti lakaze koje imaju pomaknutu optimalnu pH vrijednost prema luznatom
pH ili genetski modificirati postojeCe lakaze. Jedan od uspjeSnih primjera genetske
modifikacije lakaze je enzim izoliran iz askomiceta Melanocarpus albomyces. Primjenom
metoda usmjerene evolucije uspjesno je povecana aktivnost izolirane lakaze organizma za tri
puta pri pH vrijednosti 9,8 (Novoa isur., 2019). No unatoc¢ tome, izravna komercijalna upotreba
modificiranih enzima filamentoznih gljiva jo§ uvijek izostaje radi lake dostupnosti 1 niske
cijene plastifikatora na osnovi fosila.

U literaturi danas ne postoji puno informacija o razgradivosti polimera naftnih derivata i
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plastike pomoc¢u gljiva. Bazidiomiceti su opéenito poznati po svojoj sposobnosti razgradnje
policikliénih aromatskih ugljikovodika, te se koriste u procesima bioremedijacije
kontaminiranih tla i teku¢ina. Gljive koje razgraduju plastiku su za sada uspjesno izolirane iz
plasti¢nog otpada morskih stanista i ustanova za zbrinjavanje otpada. Glavni predstavnici
rodova gljiva do sada izoliranih i koriStenih u laboratorijima za razgradnju plastike, ponajvise
PET i poliuretana su: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium,
Debaryomyces, Emericella, Fusarium, Gliocladium, Mucor, Nectria, Neonectria, Penicillium,
Phoma, Plectosphaerella, Rhizopus, Thrichoderma (Pathak, 2017). Takoder, osim navedenih
organizama, koriste se 1 enzimi izolirani iz sljede¢ih bazidiomiceta: Agrocybe aegerita,
Auricularia auricular-judae, Bjerkandera adusta, Nematoloma frowardii, Pycnoporus
cinnabarinus, Stropharia rugosoannulata. Medu konkretnim enzimima koji pokazuju najveci
potencijal za razgradnju PET 1 poliuretana su esteraze, kutinaze, lipaze, razli¢itih
depolimerizacijski 1 hidroliticki enzimi koji uklju€uju peroksidaze, lakaze, glukoza oksidaze 1
citokrome P450 (Danso i sur., 2019). Istrazivanja su fokusirana na razgradnju plastike uz

primjenu Cistih ili mijeSanih kultura organizama u kombinaciji s pro¢is¢enim enzimima.
2.3. Istrazivani mikroorganizmi

2.3.1. A niger

A. niger poznat je kao organizam za proizvodnju limunske kiseline. Trenutno se istrazuje kao
potencijalni proizvoda¢ drugih organskih kiselina kao Sto su itakonska 1 galakturonska.
Itakonska kiselina moze zamijeniti poliakrilnu kiselinu dobivenu na bazi nafte koja se koristi
kao molekula prekursor za dobivanje polimera. Takoder se moZze Kkoristiti za dobivanje
apsorbiraju¢ih polimera, poliesterske smole i sintetskog lateksa. Galakturonska kiselina je
namijenjena kao alternativno rjeSenje za trenutno koristeni polietilen tereftalan (PET) koji je

isto na bazi nafte, a koristi se u proizvodnji plastike (Karaffa i Kubicek, 2019).
2.3.2. A. oryzae

A. oryzae se ve¢ preko tisucu godina koristi u proizvodnji azijske hrane i pia. Nedavno je
postala zanimljiva zbog mogucénosti proizvodnje malata, koji je Siroko primjenjiv u
prehrambenoj, kemijskoj i farmaceutskoj industriji. U prehrambenoj industriji moZe se koristiti

kao sredstvo za zakiseljavanje ili kao pojacivac okusa. U kemijskoj industriji malat se koristi
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za proizvodnju poliesterske smole, dok se u farmaceutskoj industriji najces¢e koristi kao
sredstvo za zakiseljavanje. A.oryzae je jo$ uvijek medu sojevima s najvis§im prinosom malata
unato¢ pokusajima primjene genetickog inzenjerstva na bakterije, kvasce i druge filamentozne

gljive s ciljem poboljsanja prinosa malata.

2.3.3. A. terreus

A. terreus se Koristi za proizvodnju itakonske kiseline, primjenjive u industriji polimera. Koristi
se 1za proizvodnju lijeka lovastatina namijenjenog za snizavanje razine kolesterola. Lovastatin
se koristi 1 kao poc€etna molekula u proizvodnji polusintetskih statina, kao Sto je primjerice
simvastastin. Simvastatin je ujedno 1 drugi nazastupljeniji statin na trziStu. Trenutna
istrazivanja su fokusirana na preusmjeravanje procesa biosinteze lovastatina na proizvodnju
jednog od biosintetskih intermedijera, molekulu monakolina J koja je pogodnija molekula
prekursor za dobivanje simvastastina (Liang 1 sur., 2018). Proizvodnju molekule monakolin J
moguce je posti¢i genetskom modifikacijom 4. oryzae, pomocu koje se dobiva prinos od 5,5
g/L. Dobivena koncentracija je znacajno visa nego kod proizvodnje uz pomo¢ heterolognih
domacina kao $to je Saccharomyces cerevisiae, gdje prinos iznosi svega 75 mg/L ili Pichia

pastoris, gdje prinos iznosi 600 mg/L (Huang i sur., 2019).

2.3.4. P. chrysogenum

P. chrysogenum se koristi za proizvodnju antibiotika penicilina i1 polusintetskih derivata.
Koncentracija dobivenog antibiotika pomocu ovog organizma moze iznositi visokih 55 g/L
(van den Berg, 2011). Kao sto je to bio slucaj s biosintetskim putem lovastatina, geneticki se
izmjenjuje 1 biosintetski put dobivanja penicilina s ciljem dobivanja farmaceutski zanimljive

molekule pravastatina.

2.3.5. T. reesei i T. thermophilus

T reesei 1 T. thermophilus imaju sposobnost sekrecije celulaza 1 hemicelulaza. Radi se od dva
kljutna enzima za pretvorbu lignocelulozne biomase u biogorivo. Sastavne molekule
lignoceluloze su celuloza, hemiceluloza 1 lignin. Lignocelulozna biomasa nastaje kao
nusproizvod u poljoprivredi i Sumarstvu. U poljoprivredi se izdvaja u obliku slame, ostataka
proizvodnje Secerne trske ili kukuruzovine, a u Sumarstvu u obliku ostataka piljevine. U

procesu razgradnje lignoceluloze praktiénu primjenu imaju termostabilne hemicelulaze i
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celulaze izolirane iz T thermofilus. Termostabillnost enzima omogucava neometano
provodenje procesa u biorafinerijama gdje se koriste visoke temperature da bi se smanjila
viskoznost 1 povecala topljivost lignocelulozne biomase. U posljednjih dvadesetak godina
uspostavljena je proizvodnja celulaze pomocu genetske modifikacije organizama, te se
trenutno dobiva iznimno visoka koncentracija celulaze od 100 g/L. To je ujedno i najveca
koncentracija dobivena za sekreciju proteina, te se radi o koncentraciji proteina koja je 10 do
1000 puta veca od vrijednosti koje se mogu postici sa stanicama bakterija, kvasaca ili sisavaca
(Burdette i sur., 2018). 1. thermophilus je genetiki izmijenjena is ciljem dobivanja kemikalija
kao §to je primjerice fumarat. Zahvaljuju¢i tome, moguce je dobiti fumarat direktno iz
obnovljivih sirovina 1 tako zamijeniti kemikalije koje se dobivaju procesima na bazi nafte.
Fumarat se koristi u proizvodnji sintetskih smola, biorazgradivih polimera i malata. Ovaj
organizam dodatno je modificiran s ciljem koriStenja u proizvodnji cjepiva, terapeutskih

enzima, proteina 1 biosli¢nih lijekova.
2.4. Negativne strane uzgoja filamentoznih gljiva

Procjenjuje se da carstvo Fungi ¢ini oko 6 milijuna vrsta, od kojih je samo mali postotak poznat.
Od toga se svega nekoliko desetaka vrsti koristi u biotehnologiji (Taylor 1 sur., 2014).
IskoriStavanje metabolickih kapaciteta gljiva klju¢no je za uspjeSno ostvarivanje ciljeva
cirkularne ekonomije i poboljSanja kvalitete Zivota. Unato¢ tome Sto filamentozne gljive
pokazuju veliki potencijal za unaprjedenje kvalitete Zivota Covjeka, istovremeno predstavljaju
1 veliku prijetnju. To je bilo detaljno prikazano u izvjestaju prvog EUROFUNG-a 2016. godine,
gdje je navedeno kako godiSnje velik broj gljiva koje su uzroc¢nik bolesti kod biljaka unistavaju
usjeve dostatne za nahraniti oko 600 milijuna ljudi. Neupitno je da ¢e i trenutne klimatske
promjene samo otezati rjeSavanje rastu¢eg problema zadovoljavanja svjetskih potreba za
hranom. Nadalje, gljive koje su uzrocnici bolesti kod ¢ovjeka godi$nje ugrozavaju Zivote oko
1,2 milijarda ljudi od koji oko 1,5 do 2 milijuna slucaja zavrSava smrtno. Usporedbe radi,
navedene brojke ugrozenih premasuju brojke zaraZenih malarijom ili tuberkulozom (Denning

1 Bromley, 2015).
2.4.1. Patogeni iz gljiva

Problem gladi dodatno je potenciran Sirokim spektrom bolesti biljaka uzrokovanih razli¢itim

skupinama postojec¢ih i novonastalih fungalnih patogena. Jedan od izazova je i brzina kojom
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velik broj vrsta gljiviénih patogena evoluira i postaje otporan na postoje¢e metode kontrole
sigurnosti. Stoga postoji konstantna potreba za pronalaskom novih fungicida i inovativnih
pristupa da bi se smanjili gubici u proizvodnji. Medutim, za razvoj novih molekula za borbu
protiv patogena potrebne su velike novcane investicije, te vise od 10 godina da bi neka
molekula prosla proces identifikacije i naposljetku postala dostupna na trzistu (Nishimoto,
2019).

Prije su se istrazivanja novih molekula za borbu protiv patogena provodila nasumi¢nim
odabirom stotina tisu¢a kemijskih tvari. Zbog veoma niske ucinkovitosti ovog pristupa, danas
metoda selekcije tvari nije nasumi¢na nego se zasniva na odredenim hipotezama. Medutim
procjena 1 odabir prioriteta se u velikoj mjeri radi na temelju informacija modelnih fungalnih
organizama kao $to su primjerice S. cerevisiae 1 Neurospora crassa koji nisu uzrocnici bolesti
biljaka (Rodriguez-Moreno 1 sur., 2018). Nedostatak ovakvog pristupa je Sto se ne uzimaju u
obzir podaci iz fungalnih patogena koji su uzrocnici velikih gubitaka prinosa usjeva.
Posljedicno tome, oslanjanje na klasiéne modele fungalnih organizama ne dovodi do
zadovoljavajucih rezultata u pronalasku novih pristupa za kontrolu gljivi¢nih bolesti. Razlog
neuspjeha ove metode je Cinjenica da su modelni organizmi od stvarnih gljivicnih biljnih
patogena filogenetski udaljeni milijunima godinama, te imaju razvijene razliCite vrste
patogenosti (Ohm i sur., 2012). Za ucinkovitije strategije kontrole gljivi¢nih patogena potrebno

je bolje razumijevanje genetike 1 metabolizma organizma koji uzrokuje odredenu bolest biljke.

2.4.2. Mikotoksini

Problem koji se javlja kod iskoriStavanja filamentoznih gljiva jest prisutnost mikotoksina.
Odredene sveprisutne filamentozne gljive koje nisu same po sebi patogene i1 koje rastu na
biljnom materijalu mogu predstavljati prijetnju za ljudsko zdravlje u slucaju konzumacije
proizvoda koji potjecu iz zagadenih usjeva. Filamentozne gljive su odgovorne za sintezu
raznovrsnih sekundarnih metabolita od kojih se mikotoksini klasificiraju kao Stetna skupina.
Oni su toksi¢ni, kancerogeni 1/ili mutageni metaboliti koji mogu biti prisutni u visokim
koncentracijama u ljudskoj hrani i hrani za Zivotinje. Sekundarne metabolite mogu proizvoditi
gljive koje rastu izravno na uzgajanoj biljci, a da pri tome ne ometaju rast biljke ili tek nakon
zetve. Proizvode se putem sporednih biosintetskih puteva vaznih za niz procesa koji
omogucavaju razvoj i prezivljavanje spora, te komunikaciju medu gljivama.

Mikotoksini imaju znac¢ajan ekonomski utjecaj na razliCite vrste usjeva. NajceSce su, ali ne
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izri¢ito, kontaminirani usjevi zitarica (kukuruz, pSenica, jeCam), kikirikija, oraSastih plodova,
repe, grozda i kave. Organizacija za hranu i1 poljoprivredu (eng. Food and Agriculture
Organization; FAO) procijenila je da je kojima je 25% svjetskih usjeva kontaminirano
neprihvatljivom razinom mikotoksina. Ekonomske gubitke su nije lako kvantificirati, ali na
temelju izvjesca koja postoje, gubici su nevjerojatni (Mitchell i sur., 2016).

Vecina uobicajenih mikotoksina nastaje kao produkt malog broja vrsta iz rodova askomiceta
poput Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps 1 Alternaria. Glavni mikotoksini su
aflatoksin, citrinin, ciklopiazonska kiselina, ergot alkaloidi, fumonizini, okratoksin, patulin,
trihotecen 1 zearalenon (Tannous i sur., 2019). Svi navedeni spojevi ovisno o konzumiranoj
koli¢ini, dobi 1 spolu imaju Stetan utjecaj na kraljeznjake. Osim navedenog, ovi sekundarni
metaboliti mogu biti toksicni 1 pri inhalaciji, primjerice ako postoji plijesan na zidovima.
Aflatoksin B je najistrazivaniji mikotoksin ¢iji je mehanizam djelovanja dobro poznat, a
njegova konzumacija uzrokuje rak jetre (Moudgil i sur., 2013). Trihotecen Cesto uzrokuje
probleme u podruc¢jima gdje se proizvodi pSenica, a djeluje tako da ometa sintezu proteina kod
covjeka 1 zivotinja. Patulin je problematic¢an jer se moze pronaci u jabukama 1 proizvodima iz
jabuka kao §to su djecja hrana ili sok od jabuke (Tannous 1 sur., 2019).

Problematika sprjecavanja kontaminacije hrane i hranjiva zivotinja mikotoksinima jo§ uvijek
je prisutna unato¢ tome $to je molekularna genetika mnogih mikotoksina poznata. Trenutni
tradicionalni pristup kao $to su oplemenjivanje biljaka s ciljem postizanja rezistencije i/ili
detoksifikacija kontaminiranih proizvoda nisu dovoljno u¢inkoviti. Cetiri su glavne prepreke u
rjeSavanja problema zagadenosti mikotoksinima. Njih ¢ine: maskirani mikotoksini, klimatske
promjene, novi mikotoksini i simultano pojavljivanje vise vrsta mikotoksina. Maskirani toksini
su biljni derivati nastali iz fungalnih mikotoksina. Trenutna istrazivanja posvecena su
proucavanju ucinka klimatskih promjena na sintezu mikotoksina razlic¢itih gljiva. Novi
mikotoksini su toksiéne molekule koje se Cesto pojavljuju u proizvodima, ali se rijetko
kontrolira njihova prisutnost. Radi se o, primjerice, eniatinima, alternariolu, emodinu i
sterigmatocistinu (Guber Dorninger i sur.,, 2017). Iako se radi o skupini rjede prisutnih
mikotoksina, treba postojati odredena kontrola i nadzor prisutnosti tih molekula. Pojava vise
toksina u jednom usjevu je Cesta, ali se pri kontroli usjeva diljem svijeta promatra toksi¢nost
samo jednog od prisutnih mikotoksina. Malo je podataka o samom nacinu djelovanja i u€¢inku
kombinacija mikotoksina. Potrebna su daljnja istraZivanja koja ¢e odrediti kako djeluju i da li

djeluju antagonisticki, sinergisticki ili aditivno (Smith i sur., 2016).
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2.5. Mjere za napredak biotehnologije filamentoznih gljiva

Koristenje filamentoznih gljiva u svrhu uspostavljanja ucinkovite i odrzive cirkularne
bioekonomije zahtijeva znatna poboljSanja u istrazivanju i razvoju na znanstvenoj i drustvenoj
razini. Na podruc¢ju znanosti potrebno je poboljsati razumijevanje fungalne biologije razlicitih
vrsta i sojeva Sto ukljucuje vrste istrazivane u laboratoriju (referentne) i industriji, te ekoloski
znaajne vrste. Znanstvena zajednica treba teziti sintezi znanja steCenih istrazivanjem
filamentoznih gljiva, poboljSanjem medusektorskog 1 interdisciplinarnog obrazovanja i obuke
za vrijeme preddiplomskog 1 diplomskog studija, te ve¢im angaZmanom znanstvenika 1
edukatora na podru¢ju upoznavanja drustva s potencijalom filamentoznih gljiva. Znanost o
filamentoznim gljivama uvijek je zaostajala za drugim organizmima, kao S§to su primjerice
kvasci 1 bakterije. Genetska transformacija gljiva manje je ucinkovita i traje duze nego $to je
to kod jednostani¢nih bakterija 1 kvasaca. Nadalje, na sporiji razvoj znanosti filamentoznih
gljiva utjecala je 1 Cinjenica da su sekvence genoma filamentoznih gljiva postale dostupne
javnosti desetlje¢e nakon otkrivanja genoma modelnog organizma kvasca S. cerevisiae te
modelnog organizma bakterije E. coli. Takoder je utjecala i ¢injenica da filamentozne gljive
sadrze veci broj gena, izmedu 9000 1 14000 u odnosu na E. coli koja sadrzi oko 4000 gena i S.
cerevisiae koji sadrzi oko 6000 gena. Jedna od najproucavanijih vrsta filamentoznih gljiva je
A. niger koji se diljem svijeta istrazuje u svega tridesetak istrazivackih laboratorija (Cains i
sur.,, 2018). Radi se o jako malom broju laboratorija, u usporedbi sa S.cerevisiae koji je
proucavan u vise od 1800 istrazivackih laboratorija registriranth u bazi podataka

Saccharomyces Genome Database.
2.5.1. Informatizacija i pristup podacima

Razvoj tehnologije ima utjecaj na sva podrucja znanosti, pa tako i na biologiju. To se oc€ituje u
rapidnom rastu velikih skupova podataka koji ukljuuju genome, transkriptome, proteome,
fenome 1 metabolome. Buduénost biologije temelji se na razumijevanju i koriStenju tih
podataka, ali to istovremeno zahtijeva visoko ucinkovitu infrastrukturu koja omogucava
jednostavan pristup online tehnologijama i1 provodenje sveobuhvatnih analiza. Ovakva
revolucija u znanosti predstavlja veliki tehnoloski izazov 1 izazov za istraZivacku zajednicu.
Problematika s jedne strane leZi u velikoj raznolikosti proucavanih organizama, a s druge

strane postoji problem dostupnosti postoje¢ih podataka.
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Prikupljanje podataka s podrucja razlicitih —omika je vrlo vazno, ali baratanje njima uvelike
ovisi o dostupnosti i moguénosti koristenja podataka za $iru istrazivacku zajednicu. Stoga su
potrebna ulaganja da bi puni pristup pouzdanim genomskim informacijama bio dostupan
svima. Dakako pristup razli¢itim podacima iz biologije, koji ukljucuju primjerice informacije
o fenotipu, unutarstanic¢noj lokalizaciji, interakcijama proteina, geografskim lokacijama izolata
nije jednostavno automatizirati niti pretvoriti u format koji bi omogucio jednostavno
pretrazivanje. Radi se ne samo o vremenski iscrpnom procesu, nego i o procesu koji zahtijeva
visokoobrazovano osoblje sa znanjem biologije 1 informatike. Za uskladivanje baza podataka 1
osiguravanje da su informacije organizirane na logi¢an nacin, neophodna je suradnja
istrazivaca 1 izdavaca. Trenutno je dio podataka o genomskim sekvencama gljiva pohranjen u
nekoliko baza podataka kao §to su FungiDB, JGI MycoCosm i Ensembl Fungi, dok je velik dio
pohranjen u privatnim bazama podataka poput NCBI, ENA 1 DDB. Glavni prioritet je osigurati
slobodan pristup podacima, a to ujedno ukljucuje odrzavanje i kontinuiranu nadogradnju baza
podataka za §to je potrebno dugoro¢no financiranje. Kao najve¢i problem financiranja
informatizacije podataka javlja se problem zadrzavanja slobodnog pristupa podacima.
Postojece investicije joS nisu dovoljne za osiguranje izvora dugorocnog investiranja, pa
pokusaji informatizacije na ovom podrucju Cesto zavrSavaju zatvaranjem ili zamrzavanjem
projekta. Radi se o globalnom problemu ¢ije rjeSenje nije jednostavno, a ukljucuje potporu 1
angazman agencija za financiranje i/ili vlade koji bi u suradnji s istrazivackom zajednicom

pronasli odgovarajuce rjesenje (Basenko i sur., 2018).

2.5.2. Alati 1 tehnologije za proucavanje biologije gljiva

Unazad nekoliko godina, molekularni 1 analiti¢ki alati za proucavanje filamentoznih gljiva su
se znacajno poboljsali, Sto ukazuje na visoki inovacijski potencijal unutar istrazivacke
zajednice koja se bavi ovim organizmima. Izmjene genoma pomoc¢u CRISPR metode danas su
postale rutina. Infracrvena spektroskopija s Fourierova transformacija postale su tehnologije
za odredivanje fenotipa s ciljem identifikacije sojeva gljiva i njihovih metabolicki produkata
(Shapaval i sur., 2019). Tehnologija dijagnostike bazirana na masenoj spektrometriji danas se
koristi za prepoznavanje promjena koje nastaju kada filamentozne gljive 1 njihovi enzimi
modificiraju netopljive lignocelulozne materijale (Tolbert 1 Ragauskas, 2017). Tehnologija
mikrofluidike koristi se za prouCavanje dinamike rasta gljiva i interakcije gljiva s bakterijama

tla (Millet i sur., 2019), tehnologija rendgenskih zraka primjenjuje se za istrazivanja prostornog
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rasporeda hifa unutar micelija i difuzni transport mase (Schmideder i sur., 2019). Razvijene su
genske i proteinske mreze kao pomo¢ za razumijevanje filamentoznih gljiva holisticki (Schipe
i sur.,, 2019). Na temelju danih primjera tehnologija koje se koriste prikazano je kako
tehnologija ne predstavlja kriti¢nu prepreku u istrazivanju fungalne biologije. Podrucja u kojem
tehnoloski napredak i metode zaostaju su automatizirano kloniranje, kultivacija, te

vizualizacija i dobivanje podataka iz sojeva gljiva.
2.5.3. Standardizacija procesa

Standardizacija je klju€ uspjeha. Standardizirane norme prema kojim se izvode tehnike, mjere,
koriste supstrati 1 materijali jam¢i pouzdanost 1 mogucnost opetovane proizvodnje
karakteristicne za napredne globalne industrije. Nadalje, standardizacija doprinosi
implementaciji inzenjerstva u biologiju pa time dovodi do napretka sintetske biologije.
Takoder, primjena inZenjerskih metoda u bioprocesima s filamentoznim gljivama omogucava
napredak analogan napredcima koji se dogadaju na podrucju ostalih tehnologija. Istrazivacka
zajednica 1 industrija koja se bavi micelijskim materijalima unaprijedena je ASTM 1 ISO
standardima koji su primjenjivi u proizvodnji i razvoju proizvoda Sumarske, tekstilne 1
industrije za zvu¢nu izolaciju. Ubrzani razvoj i usvajanje standardiziranih materijala, mjera i
metoda na podrucju tehnologije gljiva znac¢ajno doprinosi nadogradnji osnovnih saznanja o
filamentoznim gljivama. Nove moguc¢nosti transporta micelijskih materijala koje smanjuju
troskove transakcije, omogucuju redistribuciju materijala 1 komercijalnu proizvodnje mogle bi
osigurati poticaj za Siroko usvajanje standardnih referenci, mjere i metode koje podrzavaju
pouzdanu izradu i reproducibilnost znanosti (Kahl i sur., 2018).

Pouzdanost i1 standardizacija omogucuju postizanje reproducibilnih znanstvenih rezultata.
Znanost o mjerenju i mjernim sustavima formalizira kvalitetna mjerenja, te se napredak na
ovom podrucju znanosti odrazava pozitivno na napredak na podrucju biologije. Karakterizacija
organizama, supstrata i okoliSnih uvjeta proizvodnje u stvarnom vremenu mogla bi ubrzati
razvoj naprednih proizvoda iz gljiva, dok bi istovremeno doprinosila osnovnoj znanosti i
inzenjerstvu bioloskih sustava. Tako, primjerice, standardni mjerni materijal, kao $to je dobro
okarakterizirana jedinica 1 cm® micelijskog materijala i koristenje mjernih metoda olak$avaju
koordinaciju rada stru¢njaka na razli¢itim lokacijama. Rezultat ovakvog pristupa su smanjeni
troskovi proizvodnje, smanjeno vrijeme potrebno da proizvod stigne na trZiste, te Sirenje

optimalne prakse. Nova inicijativa su virtualni laboratoriji koji omogucuju istraziva¢ima
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pristup automatiziranim laboratorijima bez ulaganja velikog kapitala (Perez i sur., 2019).

Zahvaljujuéi napretku i standardizaciji na podru¢ju automatiziranog konstruiranja sintetskih
organizama, biotvornice su postale odrzivije i prepoznatljive unutar istrazivacke zajednice
prirodnih znanosti kao esencijalna infrastruktura za provodenje istrazivanja. Tvrtke poput
Gingko Bioworks i Ecovative Design su ulozile znacajan kapital u biotvornice za konstruiranje
organizama. Za realizaciju biotvornica za konstruiranje organizama filamentoznih gljiva mogu
se iskoristiti postojeca saznanja sinteze genoma bakterija E. coli, C. crescentus 1 kvasca S.
cerevisiae. 1zolacija bioloSkih sustava od evolucijskog pomaka moze omoguciti primjenu
inZernjestva u biologiji i1zvan istraZivaCkog laboratorija ili komercijalnih bioreaktora,
istovremeno smanjujuci rizike bioloSke sigurnost (Calles u sur., 2019). Osnivanje biotvornica
temeljenth na proizvodnji proizvoda gljiva obecavaju¢e su za primjerice distribuciju
micelijskih materijala diljem svijeta koji svoju primjenu imaju u unaprjedenju i potpori

znanosti, inzenjerstva 1 proizvodnje.
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju ovog rada moze se zakljuciti sljedece:

Implementacija cirkularne bioekonomije bazirane na filamentoznim gljivama ima potencijal za
rjesavanje globalnih problema, te moze zamijeniti vazecu ekonomiju koja se temelji na
fosilnim gorivima.

Podrucja u kojima se istrazuje 1 razvija upotreba filamentoznih gljiva ukljucuju prehrambenu
industriju, proizvodnju biomaterijala, smanjenje plasticnog oneciS¢enja, te stvaranje ekoloski
neutralne drvne industrije.

Trenutno veliki potencijal pokazuju sljedeée vrste filamentoznih gljiva: A. niger, A. oryzae, A.
terreus, P. chrysogenum, T. reesei i T. thermophilus.

Poznavanje nacina djelovanja gljiviénih patogena koji napadaju biljke i mikotoksina, te njihova
kontrola, klju¢ni su parametri za smanjenje ekonomskih gubitaka i rjeSavanje problema
nedostatka hrane.

Za ostvarivanje cirkularne ekonomije temeljene na filamentoznim gljivama, potrebni su
znacajni napredci na podruéju znanosti i istrazivacke zajednice. Nuzna je informatizacija
podataka, primjena suvremenih tehnologija, standardizacija procesa, te suradnja stru¢njaka na

ovom podrucju.
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Izjava o izvornosti

Ja Ela Zdenkovié¢ izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.

d

Vlastorucni potpis
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