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1. UVOD

Lignin je polimer vrlo kompleksne strukture sastavljen od velikog broja aromatskih jedinica
(Boerjan i sur., 2003). Lignin ¢ini oko 30 % organskog ugljika na Zemlji, dio je
lignocelulozne biomase, sastavni je dio stani¢ne stijenke, i glavni nusproizvod iz industrije

papira i pulpe (Tuomela i sur., 2000).

U posljednje vrijeme sve je viSe naglasak na kruznoj ekonomiji 1 odrzivosti, pa se tako lignin
razmatra kao potencijal za proizvodnju biogoriva, zatim kao alternativa u proizvodnji
kemikalija a koje se dobivaju iz derivata nafte, te se proizvode preparati lignina u Sirokom
spektru djelatnosti, poput farmaceutske, prehrambene 1 gradevinske industrije (Calvo-Flores 1

Dobado, 2010).

Bioloska razgradnja lignina je jeftina i1 ekoloski prihvatljiva opcija, i povoljnija u odnosu na
fizikalno-kemijske postupke. Provodi se pri blagim uvjetima i tako se smanjuje potreba za
energijom 1 u¢inak na okoli§ (Christopher i sur., 2014). BioloSka razgradnja lignina se moze
provoditi pomocu bakterija 1 funga. Bijele 1 smede funge truljenja se Cesto koriste za
razgradnju lignina jer imaju moguc¢nost lucenja ekstracelularnih lignolitickih enzima
(Sanchez, 2009). Neke bakterije koje mogu razgradivati lignin su Sphingomonas
paucimobilis SYK-6, Nocardia, Streptomyces viridosporus TTA, Comamonas, Rhodococcus i

sulfat reducirajuce bakterije (Yadav i sur., 2022).

Cilj ovog rada je bio literaturni pregled znanstvenih radova razgradnje lignina pomocu

bakterija.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. LIGNIN

Lignini su kompleksne racemi¢ne molekule aromatske strukture. Kemijski sastav lignina se
uglavnom sastoji od tri monomera hidroksicinamil-alkohola: koniferil alkohol, sinapil
alkohol i p-kumaril alkohol. Nakon $§to se monolignoli ugrade u polimer lignina, nastaju p-
hidroksifenil (H), gvajacil (G), 1 siringil (S) fenilpropanoid (slika 1). Lignin se ne moze
opisati jednom strukturnom formulom, ve¢ se svojstva lignina opisuju funkcionalnim
skupinama, elementima i kombinacijom skupina (Schoenherr i sur., 2018; Boerjan 1 sur.,

2003).

OCH,

OH
p-kumaril alkohol koniferil alkohol sinapil alkohol

H ; |

et

OCH;  HsCO OCH,
0 0 0

~

p-hidroksifenil (H) jedinica  gvajacil (G) jedinica siringil (S) jedinica

Slika 1. Kemijska struktura monolignola i odgovarajuc¢ih gradevnih jedinica lignina (prema

Schoenherr i sur., 2018)

Lignin je sastavni dio stanicne stijenke biljaka. Dvosupnice koje pripradaju skupini
kritosjemenjaca (tvrdo drvo, engl. hardwood) uglavnom se sastoje od G i1 S jedinica, a vrlo
malo od H jedinica. Golosjemenjace (meko drvo, engl. softwood) sadrze lignine pretezno
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sastavljene od G jedinica s vrlo malim udjelom H jedinica. Jednosupnice sadrze G i S
jedinice u priblizno jednakim omjerima, a H jednica sadrze znantno viSe u odnosu na
dvosupnice (Boerjan i sur., 2003). Budu¢i da je lignin racemicne strukture, ove strukture
prikazuju bilijune fizicki razli¢itih izomera. Mnogi fenoli su monomeri lignina, te njihovim
medusobnim povezivanjem nastaju polimeri kompleksne strukture (slika 2) (Schoenherr i
sur., 2018).

H,CO

cikliéki
o-0O-4

Slika 2. Prikaz hipotetske strukture lignina (prema Schoenherr i sur., 2018)

Biosinteza monolignola zapoc€inje deaminacijom fenilalanina te ukljucuje reakcije
hidroksilacije aromatskog prstena nakon cega slijedi O-metilacija 1 pretvorba karboksilnog
bo¢nog lanca u alkoholnu skupinu (Boerjan 1 sur., 2003). Zatim slijedi prijenos jedinica
monolignola do stani¢ne stijenke. Tamo prolaze kroz procese oksidacije i polimerizacije.
Unutar kambijalnog tkiva golosjemenjaca, te manjeg broja kritosjemenjaca nalaze se visoke
koncentracije monolignol-4—O-B-D-glukozida za kojeg se smatra da je skladi$ni ili
transportni oblik monolignola. Takoder, smatra se da su za skladiStenje monolignola koji
posljedi¢no tvore strukturu lignina zaduzene tri molekule. To su uridin-difosfat-glukoza,

koniferil-alkohol glukoziltransferaza (Forster 1 sur., 2001) i1 koniferin—f-glukozidaza
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(Dharmawardhana i sur., 2002). Nakon transporta jedinica, slijedi proces dehidrogenacije
kojeg kontroliraju enzimi poput peroksidaze, lakaze, polifenol-oksidaze te koniferil alkohol
oksidaze (Boerjan i sur., 2003). Lignifikacija je proces prilikom kojega se novi monomer
(obicno monolignol) veze na rastuéi polimer (sve veze su B veze). Nakon $to se radikali
povezu, proces lignifikacije je iskljucivo kemijske prirode, nije uvjetovan ni enzimima ni
proteinima (Boerjan i sur., 2008). Spajanje formiranih oligomera tvori jednice povezane 5-5
vezama ili 5-O-4 vezama. NajCeS¢e formirana veza je f-O-4 (B-aril-eter) veza. Kemijski se
vrlo lako cijepa. Ostale veze prisutne u ligninu su znatno otpornije na kemijsko djelovanje.

To su B-5, B-B, 5-5 1 5-O-4 veze, te B-1 veza (Boerjan 1 sur., 2003) (slika 3).
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Slika 3. Kemijske veze unutar molekule lignina (Algahtani i sur., 2022)



Polozaj formiranja veza se odrazava na otpornost lignina. Tako su primjerice lignini s G
jedinicama otporniji od lignina sa S jedinicama. lako nastaju brojni stereocentri svaki put
kada se monomeri lignina povezu f vezama, krajnji polimer je opticki inaktivan. Skupine
koje su stalno prisutne u strukturnim analizama lignina su cinamil i benzil aldehidne grupe. U
ligninima kritosjemenjaca aldehidi su vrlo gusto zbijeni, dok unutar golosjemenjaca tvore
vrlo rijetke veze. Lignin zajedno sa celulozom 1 hemicelulozom sudjeluje u izgradnji stani¢ne
stijenke, te odrzavanju njezina integriteta. OkoliSni uvjeti takoder utjecu na kemijski sastav 1
koli¢inu lignina (Boerjan 1 sur., 2003). Ovisno o biljnoj vrsti, varira i sastav i udio lignina
(Calvo-Flores 1 Dobado, 2010). Tako se najve¢a koncentracija lignina nalazi unutar
golosjemenjaca, te potom nesto manje unutar kritosjemenjaca. U zeljastim biljkama nalazi se
u vrlo niskim koncentracijama (Buranov 1 Mazza, 2008). Lignin, zajedno sa celulozom i
hemicelulozom predstavlja glavni izvor nefosilnog ugljika i doprinosi kruzenju ugljika u

prirodi (slika 4) (Boerjan i sur., 2003).

Aerobno ———————>
Anaerobnp ——

Celuloza ..
. Lignin
Hemiceluloza N

y o Mikrobni \ ) )
Seceri proteini, Aromatski ostaci
polisaharidi

Kiseline
Alkoholi
FORMIUJAT TRESET
ACETAT
b
ULJE UGLJEN PLIN

CH4

LIGNOCELULOZA
A/ \

Slika 4. Globalni ciklus ugljika (prema Tuomela i sur., 2000)



Danas se na trziStu mogu pronaci brojni preparati lignina dobiveni procesima ekstrakcije i
izolacije. Preparati lignina imaju primjenu u Sirokom spektru djelatnosti obzirom da se
razlikuju po kemijskom sastavu, fizikalnim karakteristikama te molekulskoj masi, a primjeri
su kraft lignin, lignosulfonati, organosolv lignin, te lignin eksplodiran parom (Calvo-Flores i

Dobado, 2010).

Vecina proizvedene pulpe u svijetu se dobiva iz Kraft procesa u kojem se drvo obradi te se iz
njega dobije pulpa. Prilikom procesa dolazi do odvajanja krute faze koju ¢ini celuloza, 1
tekuce faze jer se dodaje otopina Na,S/NaOH pri temperaturi 155 - 175 °C. Delignifikacijom
nastaje kraft lignin. Dolazi do taloZenja tekuce faze, te se potom dodaje kisela otopina zbog
neutralizacije te naposlijetku susi do postizanja ¢vrstog oblika. Kraft lignin karakterizira niza
molekulska masa u usporedbi s klasi€énim ligninom, a nastali lignin je modificiran, netopiv je
u vodi, 1 topiv u jakoj bazi. Veéina komercionalnog lignina ima kemijsku strukturu koja
nastaje stvaranjem kemijske reakcije izmedu alkalnog lignina s natrijevim sulfitom 1

formaldehidom (Calvo-Flores i Dobado, 2010).

Lignosulfonati su produkti nastali iz otpadne tekucine iz drva golosjemenjaca koja nastaje
tijekom ekstrakcije lignina i pri ¢emu se koriste sulfiti i1 bisulfiti. Lignosulfati su 1 hidrofobne
1 hidrofilne molekule. U svojoj strukturi mogu sadrzavati sulfonatne skupine, ugljikohidratne
skupine, neorganske komponente te odredene drvne ekstrakte. Proces sinteze je puno blazi u
usporedbi s Kraft procesom, a sama molekulska masa zavrSnih proizvoda ove reakcije je visa

od molekulske mase kraft lignina (Calvo-Flores i Dobado, 2010).

Organosolv lignini predstavljaju skupinu lignina koji se dobivaju nakon S§to se lignin
ekstrahira iz biomase koriste¢i organska otapala, medu kojima su najkoristeniji alkoholi koji
se kombiniraju s drugim otapalima ili reagensima. Postupak se odvija pri uvjetima visoke
temperature 1 visokog tlaka. Vecina ovih lignina u svojoj kemijskoj strukturi ne sadrze

sumpor (Calvo-Flores i Dobado, 2010).

Lignin eksplodiran parom se dobiva postupkom u kojem se drvo obraduje parom pri visokoj
temperaturi (180 - 200 °C) 1 pri visokom tlaku, prilikom ¢ega se dodaju i odredene
kemikalije. Do smanjenja molekulske mase lignina dolazi zbog parcijalne hidrolize lignina.
Da bi se proizveli ugljikohidrati za proces fermentacije ¢esto se ovdje primjenjuje i enzimska

hidroliza (Calvo-Flores 1 Dobado, 2010).

Lignin i njegovi derivati mogu uzrokovati specifiéne promjene u zZivim organizmima. Tako
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primjerice neki derivati lignina imaju antioksidativna svojstva, zatim antibakterijska,
antikancerogena te antivirusna svojstva in vitro, nadalje, prebioticko djelovanje u stoc¢noj
hrani, a neki imaju baktericidna svojstva (Calvo-Flores i Dobado, 2010). Biopolimeri na bazi
lignina imaju moguénost smanjenja genotoksic¢nosti lijekova te smanjenja razvoja nuspojava.
Dijetalna vlakna koja su otporna na probavu, a za koje se smatra da sadrze lignin su vazna u

apsorpciji zuc¢ne kiseline i tako utjecu na metabolizam lipida (Eastwood i Kritchevsky, 2005).

Ligninosulfonat je bezopasan sastojak mnogih disperzanata, emulgatora, sekvestranata.
Koristi se za izradu 1 zadrZavanje specificnih svojstava gradevinskih materijala, u proizvodnji
odredenih briketa, za proizvodnju ekoloski prihvatljivih materijala, kao dekontaminant vode 1
tla. Obzirom na nisku tokis¢nost, dodaje se sto¢noj hrani, te u udjelu od samo 2 % omogucuje
nutritivno adekvatnu ishranu stoke. Omogucuje dotok odredenih iona tj. mikronutrijenata koji

su potrebni za rast biljke (Calvo-Flores i Dobado, 2010).

Lignin se koristi za proizvodnju ekoloski prihvatljivih materijala, primjerice bioplastike.
Bioplastiku ¢ine lignini s niskim udjelom sumpora u kombinaciji sa biljnim vlaknima te
voskom. Dodatkom aditiva poput voska poboljSavaju se svojstva, te kontakt s vodom nece
uzrokovati Stetu, budu¢i da su lignini s niskim udjelom sumpora topivi u vodi (Calvo-Flores 1

Dobado, 2010).

Kada se na ligninu naprave modifikacije, mogu se dobiti visoko vrijedni proizvodi, poput
vanilina, dimetil sulfoksida, aktivnog ugljena, karbonskih vlakana. Vanilin je glavna
komponenta prirodnog ekstrakta vanilije. Dimetil sulfoksid je nisko toksi¢no polarno otapalo.
Nastaje oksidacijom dimetil sulfida koji je nusproizvod kraft procesa (engl. Kraft pulping).
Za proizvodnju aktivnog ugljena kao sirovina se koristi kraft lignin, uz razli¢ite druge biljne
materijale 1 H3PO4. Aktivni ugljen dobiven iz lignina pokazuje bolja adsorpcijska svojstva u
odnosu na aktivni ugljin dobiven drugim postupcima. Lignin takoder predstavlja sirovinu za

proizvodnju karbonskih vlakana (Calvo-Flores i Dobado, 2010).

2.2. RAZGRADNJA LIGNINA

Razgradnja lignina se moze provoditi kemijski (Ma 1 sur., 2008), termalno (Brebu i Vasile.,
2010), naprednim oksidacijskim procesima — fotokataliticki (Kansal 1 sur., 2008), pirolizom,

elektrokemijski (Jing i sur., 2020) ili enzimskim putem (Yadav i sur., 2022).



Lignin se ne moze razgraditi ve¢inom metoda razgradnje (Yadav i1 sur., 2022) zbog
kompleksne 1 nepravilne strukture i zato $to nema standardne ponavljaju¢e kovalentne veze

(Zhu i sur., 2017), §to ga Cini rekalcitrantnim materijalom (Kansal i sur., 2008).

Bioloskim metodama razgradnje lignina se daje prednost u odnosu na kemijske procese zato
Sto kod bioloskih procesa nema gubitka iskoriStenja kao primjerice kod termalne razgradnje
lignina, te zbog mogucnosti da se u bioloskim metodama upravlja biorazgradnjom lignina na
natin da se koriste selektivni lignoliticki enzimi 1 mikroorganizmi, te se na taj nacin
izbjegava nastanak nezeljenih nusprodukata. BioloSke postupke karakteriziraju blagi uvjeti
provedbe procesa §to smanjuje potrebu za energijom i u¢inak na okoli§ (Christopher 1 sur.,

2014).

2.3. BIOLOSKA RAZGRADNJA LIGNINA

Lignin karakterizira razgranata trodimenzionalna struktura (slika 2) 1 C-C 1 C-O eter veze
(slika 3) pa hidroliticki enzimi ne mogu pocijepati lignin (Abdel-Hamid 1 sur., 2013).
Takoder, oksidoreduktaze niskog potencijala poput biljnih oksidaza koje iniciraju
polimerizaciju lignina, ne mogu oksidirati ne-fenolne aromatske podjedinice lignina. Takav
sastav lignina je rezultirao razvojem funga 1 bakterija koje su razvile nekoliko skupina
enzima koji imaju lignoliticku aktivnost (Brown i Chang, 2014; Abdel-Hamid 1 sur., 2013;
Bugg isur., 2011).

Biorazgradnja lignina je oksidativan proces za koji je potrebna proizvodnja ekstracelularnih
lignolitickih enzima (slika 5), 1 to lignin peroksidaza (LiP), mangan peroksidaza (MnP),
lakaza (LaC), svestrana peroksidaza (VP, engl. versatile peroxidase) 1 peroksidaza

dekolorizacije boje (DyP) (Yadav i sur., 2022).

Vezujuéi afinitet lignin razgradujuéih enzima je povezan sa strukturom i vrstom lignina.
Interakcije izmedu aminokiselina i lignina u enzimima ukljucuju tri osnovne nekovalentne

veze: hidrofobne veze, elektrostatske veze 1 vodikove veze (Guo i sur., 2014).

Budu¢i da je sastav lignina jako varijabilan, kao i koriSteni enzimi za razgradnju lignina,
produkti razgradnje takoder variraju (Fisher 1 Fong, 2014). Tijekom viSestrukih biokemijskih
transformacija dolazi do cijepanja C-C i C-O monomerskih veza, hidroksilacija, demetilacije,

modifikacija bo¢nih lanaca i drugo. Sve transformacije se dogadaju uglavnom istovremeno
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(Sanchez, 2009).

gu>

(duN)

ezepisyolad BUSIAO ue

Razgradnja lignina:
ekstracelularni enzimi

Slika 5. Ekstracelularni enzimi koji sudjeluju u razgradnji lignina (prema Yadav i sur., 2022)

Bioloska razgradnja lignina se moze provoditi pomoc¢u funga i bakterija (Asina i sur., 2016),
pri cemu funge i bakterije ne proizvode sekundarno oneciS¢enje, te predstavlja zeleni i
prijateljski proces za okoli§ (Niu i sur., 2021). Bijele i smede funge truljenja imaju vaznu
ulogu u razgradnji lignocelulozne biomase zbog Iucenja ekstracelularnih lignolitickih enzima
(Sanchez, 2009). Razlic¢ite funge bijelog truljenja proizvode razli¢ite kombinacije enzima,
primjerice LiP i MnP, MnP 1 lakaza, LiP 1 lakaza. Funge smedeg truljenja mogu uspjes$no
razgradivati celulozu 1 hemicelulozu, ali mogu ograniceno razgradivati lignin (Tuomela 1 sur.,

2000).

Razgradnja lignina se odvija u dvije faze (Bugg i sur., 2011). Tijekom prve faze homociklicki
aromatski spojevi se konvertiraju u protokatehinsku kiselinu 1 katehol. Tijekom druge faze
nastaje serija intermedijata zbog cijepanja srediSnjeg prstena. Tijekom biokemijske

konverzije lignina, proizvedeni aromatski spojevi (katehol i protokatehinska kiselina) su
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glavni intermedijati. Prvi korak razgradnje lignian je cijepanje uglavnom B-O-4 aril eter veze

u fenilen jedinici (Niu i sur., 2021).

Jedan od procesa u kojem se odvija biorazgradnja lignina je kompostiranje. Tijekom
kompostiranja aktivna je mjeSovita mikrobna zajednica prisutna u kompostnoj hrpi. Tijekom
procesa kompostiranja mikroorganizmi prevode organski materijal u kompost (humus),
ugljikov dioksid, vodu i toplinu. Pretpostavlja se da je humus formiran uglavnom iz lignina,
polisaharida i duSikovih spojeva, tako da tijekom procesa kompostiranja ne dolazi do potpune
mineralizacije lignina. Tijekom kompostiranja razvija se temperatura i doseZe termofilnu fazu
koja pridonosi brzoj razgradnji lignoceluloze. Tijekom kompostiranja za razgradnju lignina

zasluzne su termofilne mikrofunge 1 aktinomicete (Tuomela 1 sur., 2000).

2.4. RAZGRADNJA LIGNINA POMOCU FUNGA

Basidiomicete su najviSe koriStene za istraZivanje modifikacija i razgradnje lignina, posebno
na fungama bijelog truljenja i neSto manje na fungama smedeg truljenja (Fisher 1 Fong,
2014). Aerobne funge bijelog truljenja mogu provesti potpunu razgradnju lignina (Knezevic 1
sur.,, 2013). U istrazivanjima je najceS¢e koriStena funga bijelog truljenja Phanerochaete
chrysosporium, ali 1 druge vrste poput Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor, Cyathus
stercoreus, Ceriporiopsis subvermispora (Abdel-Hamid i sur., 2013). Strogi uvjeti rasta funga
ogranicavaju njihovu industrijsku primjenu, koja zahtjeva visoko iskoristenje 1 produktivnost

(N1u i sur., 2021).

U lignoliticke enzime primarno spadaju obitelji peroksidaza i lakaze (slika 5) (Fisher i1 Fong,

2014).

Lignin peroksidaza (LiP) moZe oksidirati mjesta posebno visokog redoks potencijala
ukljucujuéi umjereno aktivne aromatske prstenove ne-fenol modelnih lignin spojeva koji
mogu ¢initi do 90 % polimera (Fisher i Fong, 2014). LiP sadrZi Zeljezove ione. Veli¢ina lignin
supstrata utjeCe na katalitiCku ucinkovitost LiP, jer se manji lignin supstrati mogu lakse

razgraditi. LiP posreduje prilikom fenol hidroksil razgradnje (Niu i sur., 2021).

Mangan-ovisna peroksidaza (MnP) ne moze oksidirati ne-fenolne lignin modelne spojeve, ali
moZe reducirati amine, boje i1 fenolne lignin modelne spojeve (Zhu i sur., 2017). Takoder

sadrzi Zeljezove ione. MnP moze ukloniti metilne skupine na fenol hidroksil skupinama i
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pridonosi narednim koracima razgradnje do stvaranja malih molekula (Niu i sur., 2021).
Svestrana peroksidaza (VP) ima svojstva LiP i MnP kataliticke aktivnosti, moze cijepati
nefenole visokog redoks potencijala i aromatske spojeve i amine nizeg potencijala (Perez-

Boadaa i sur., 2005).

Funge bijelog truljenja luc¢e pomoéne enzime poput aril-alkohol oksidaze iz Pleurotus eryngii
i glioksal oksid iz P chrysosporium koje proizvode vodikov peroksid potreban

peroksidazama (Fisher 1 Fong, 2014).

Brojne funge luce oksidoreduktaze poput kinin oksidoreduktaze, 1 celobioze dehidrogenaze
koje mogu reducirati radikalne metoksi-skupine spojeva deriviranih iz lignina (Fisher 1 Fong,

2014).

Lakaza je bakar oksidaza koju proizvode brojni organizmi: funge, bakterije, biljke, insekti.
Lakaze mogu oksidirati aromatske fenole 1 amine, uniStavajuci stabilnost aromatskog prstena.
Tako lakaze dekarboksiliraju, demetiliraju 1 demetoksiliraju fenolne 1 metoksifenolne
kiseline. Fungalne lakaze imaju visi redoks potencijal od bakterijskih lakaza (Fisher 1 Fong,
2014). Lakaza je sekundarni metabolit koji se proizvodi u uvjetima koji limitiraju rast,
posebno pri ograni¢enju dusSikom, S$to ima negativan ucinak na iskoriStenje enzima
(Christopher 1 sur., 2014). LaC moze ucinkovito razgraditi G-lignin. Lakaze i peroksidaze
razgraduju lignin preko slobodnih radikala niske molekularne mase, poput hidroksila, koji
depolimerizira polimere lignina koji sadrze fenolne 1 nefenolne skupine, 1 takoder
mineralizira netopivi lignin (Janusz 1 sur.,, 2017). Ti enzimi nisu specifi¢ni i1 oksidiraju
razli¢ite fenolne aromatske spojeve i razlicite ne-fenolne lignin spojeve (Yadav i sur., 2022).
Lakaze posjeduju Siroku supstratnu specificnost te mogu koristiti atmosferski kisik kao
elektron donor umjesto vodikovog peroksida kojeg koriste peroksidaze. Ponekad se koriste i
medijatori za lakaze za u¢inkovitiju razgradnju lignina (Christopher i sur., 2014). Medijator je
mali kemijski spoj kojeg lakaza kontinuirano oksidira i supstrat reducira. Budu¢i da je
supstrat prevelik za aktivno mjesto lakaze, uloga medijatora je prijenos elektrona izmedu
enzima i supstrata i na taj nacin se rijeSava steri¢ki problem izmedu njih. Primjeri medijatora
su: 3-hidroksi antranilinska kiselina, 4-hidroksibenzojeva kiselina, fenolsulfonftalein,

acetosiringon, siringaldehid, vanilin, metil siringat (Christopher i sur., 2014).

Peroksidaza dekolorizacije boje (DyP) ima drugaciju strukturu i karakteristike koje se

povezuju s biljnim odnosno mikrobnim peroksidazama (Falade i sur., 2017). DyP peroksidaza
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potencijalno razgraduje lignin. Ima sposobnost oksidiranja boja, ne-fenolnih lignin spojeva
poput veratril alkohola i -O-4 veze (Arapova i sur., 2020). Razgradnja lignina pomoc¢u funga
smedeg truljenja ukljuCuje oksidacijske reakcije pomocu ne-enzimskih metoda koje

proizvode —OH radikale pomo¢u Fenton kemije (Purnomo i sur., 2010).

2.5. RAZGRADNJA LIGNINA POMOCU BAKTERIJA

Bakterijski metabolizam lignina nije toliko detaljno proucen kao fungalni metabolizam
lignina (Zhu 1 sur., 2017). Bakterije se takoder mogu primijeniti za razgradnju lignina zbog
njihove izuzetne prilagodljivosti na okoli§, raznolike biokemije 1 proizvodnje enzima (Raj i
sur., 2007). U odnosu na funge, bakterije mogu tolerirati Siri raspon vrijednosti pH,
temperature 1 dostupnosti kisika, te je njima lakSe upravljati (Niu 1 sur., 2021). Lignoliticke
bakterije su pronadene u zemlji, kompostu, sedimentima, zivotinjama, Zeludcu insekata 1

kanalizaciji (Yadav 1 sur., 2022; Zhu 1 sur., 2017).

Razgradnja lignina je oksiditivna iako bi redukcijske reakcije mogle slicno doprinjeti (Janusz
1 sur., 2020). Genomska i proteomska istrazivanja lignin-reduciraju¢ih bakterija su pokazala
postojanje bakterijskih lakaza i DyP peroksidaza 1 nedostatak LiP, MnP i VP enzima (De
Gonzalo 1 sur., 2016).

Razlic¢ite bakterije koriste razli¢ite puteve razgradnje lignina (Ahmad 1 sur., 2010). Tako
primjerice postoje bakterije koje posjeduju oksidativne enzime za modifikaciju lignina
pomocu hidroksilacije ili demetilacije poput citokrom P450 monooksigenaze (P450s),
peroksidaze za dekolorizaciju boje (DyP), lakaze, mangan superoksid dismutaze (Rashid i
sur., 2015). Neke bakterije u odsutnosti vodikovog peroksida koriste B-ketoadipat put (B-
KAP) za razgradnju lignina, poput Rhodococcus jostii RHA1 (Ahmad i sur., 2010). B-KAP
put ukljucuje razgradnju aril-prstena pomocu enzima, pri cemu se aromatski spojevi prevode
u metabolite ciklusa tri karboksilne kiseline s devet esencijalnih enzima 1 intermedijata (Wells

1 Ragauskas, 2012).
Nekim bakterijama je za razgradnju lignina potreban jo§ jedan izvor ugljika, poput
Enterobacter lignolyticus SCF1 kojoj je potrebna ksiloza (DeAngelis 1 sur., 2013). Kako je

razgradnja lignina prespora da bi lignin sluzio kao izvor energije, mikrobna razgradnja

lignina zahtijeva izvor energije, unato¢ tome §to je potpuna razgradnja lignina visoko
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egzotermna. Zbog toga mnogi mikroorganizmi ne mogu koristiti lignin kao jedini izvor

ugljika ili energije (Zhu i sur., 2017).

Primjena psihotrofnih bakterija koje imaju sposobnost razgradnju lignina je obecéavajuci
nain za razgradnju lignina u hladnim podnebljima za vraanje agrikulturnih ostataka na

zemljiste (Jiang i sur., 2019).

2.5.1. Bakterijski lignin enzini

Bakterije koje imaju sposobnosti modificiranja 1 razgradnje lignina spadaju u o-
proteobakterije, y-proteobakterije, neke Firmikute 1 aktinomicete (Brown i Chang, 2014;

Bugg isur., 2011; Ahmad i sur., 2010).

Primjeri bakterija koje razgraduju lignin 1 koje spadaju u Actinomycetes su Sphingomonas
paucimobilis SYK-6, Nocardia, Streptomyces viridosporus TTA, Comamonas, Rhodococcus i
sulfat reducirajue bakterije. Kada se te bakterije uzgajaju na lignocelulozi luce
ekstracelularne peroksidaze i razgraduju 1 lignin i ugljikohidratnu komponentu lignoceluloze
(Yadav i sur., 2022). Siroka skupina bakterija moZe razgraditi lignin i 'C-oznaden dihidroksi
fenol, poput aktinomiceta (Nocardia, Streptomyces, Thermomonospora, Micromonospora) i
eubakterija (Pseudomonas, Acinetobacter, Xantomonas, Bacillus, Aeromonas) (Yadav 1 sur.,
2022). Neke bakterije koje pokazuju sposobnost razgradnje lignina su Pandoraea sp. B-6,
Novosphingobium sp. B-7, Bacillus sp. Strains CS-1&CS-2, Citrobacter freundii (FJ581026),
Citrobacter sp. (FJ581023), Pandoraea sp., Streptomyces spp. strains F-6, Streptomyces spp.
strains F-7 (Asina 1 sur.,, 2016). Najproucavanija bakterija koja razgraduje lignin,
Streptomyces viridosporus TTA, proizvodi nekoliko ekstracelularnih peroksidaza koje
depolimeriziraju lignin na nacin da cijepaju B-aril eter vezu §to rezultira otpuStanjem fenola
niske molekularne mase (Fisher 1 Fong, 2014). Pseudomonas putida mt-2 1 Rhodococcus
jostii RHA1 su prepoznate kao vrste sposobne za razgradnju lignina (Ahmad 1 sur., 2011;

Ahmad i sur., 2010).

Iako su fungalni sustavi uc¢inkovitiji u razgradnji lignina od bakterijskih sustava, bakterijski
sustavi imaju neke sposobnosti da modificiraju lignin i1 otpuste manje aromatske spojeve koji
bi mogli biti uvezeni u stanicu i metabolizirani preko aromatskog katabolizma (Brown i

Chang, 2014).
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Aktinomicete su bakterije koje formiraju visestani¢ne filamente pa nalikuju fungama. Ova
skupina bakterija tolerira vise vrijednosti pH 1 temperature u odnosu na funge. Aktinomicete
mogu razgraditi celulozu 1 otopiti lignin. Ipak, sposobnost aktinomiceta da razgraduju lignin i
celulozu je slabija od funga. Aktinomicete razgraduju lignin u sklopu primarnog metabolizma
i pri visokim koncentracijama dusika, u odnosu na funge bijelog truljenja, koje uglavnom

razgraduju lignin u sklopu sekundarnog metabolizma (Tuomela i sur., 2000).

Bakterijske lakaze, u odnosu na fungalne lakaze, su stabilnije pri viSim vrijednostima pH 1
temperature. Bakterijske lakaze imaju visi optimalni pH od fungalnih, kojima vise odgovara
kiselija vrijednost pH. Bakterijske lakaze su uglavnom intracelularne, a fungalne lakaze su 1

intra- 1 ekstracelulatrne (Christopher i sur., 2014).

2.5.2. Primjeri razgradnje lignina pomocu bakterija

Ucinkovita razgradnja kraft lignina tijekom kratkog vremena inkubacije je postignuta
uglavnom bakterijskim sojevima (30-81,4 %) jer je obrada fungama cesto nestabilna kada se

provodi grubom industrijskim obradama (Lv i sur., 2014).

Asina 1 sur. (2016) su proveli pokuse razgradnje visoke koncentracije lignina od 13,3 g/L
tijekom 54 dana pomocu funga Coriolus versicolor 1 Trametes gallica, bijele funge truljenja,
bakterija Streptomyces sp. 1 Microbacterium sp., 1 pro¢is¢enog enzima lakaze. Ekspresija
enzima koji modificiraju lignin ovisi o fazi rasta mikroorganizma i o pojavljivanju
sekundarnog metabolizma, pa suptilne promjene u ravnotezi izmedu aktivno rastuce i
umiru¢e biomase moze dovesti do varijacija u opsegu aktivnosti ekstracelularnih enzima
tijekom vremena (Winquist i sur., 2008). Aktivnost lakaze kod oba soja funga je bila znacajno
viSa u odnosu na bakterijske sojeve (Asina 1 sur., 2016). Ve¢ina bakterijskih lakaza se
ekspresiraju intracelularno, ali neki sojevi Streptomyces sp. proizvode ekstracelularne lakaze
(Sharma 1 sur., 2007). Aktivnost ekstracelularne lakaze znacajno varira u ovisnoti o pH
vrijednosti otopine i sastavu kao rezultat ometanja elektrostatskih interakcija i vodikovih veza
unutar tercijalne strukture proteina (Margot i sur., 2013). Tijekom cijelog pokusa sva Cetiri
istraZivana soja su pokazala znacajnu aktivnost MnP, a LiP aktivnost nije zabiljeZena niti kod
jednog soja. Mineralizacija kraft lignina je bila znaCajnija pomocu funga a bakterije su
djelomi¢no razgradile i modificirale lignin. Doseg repolimerizacije je izraZeniji prilikom

razgradnje lignina pomoc¢u lakaze i1 funga. Funge su pokazale sposobnost cijepanja visoko
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umrezenih frakcija lignina, sa finom ravnotezom izmedu umrezavanja polimerizacijom i
razgradnje. Nakon bakterijske obrade lignina zabiljezena je akumulacija fenolnih monomera

bez njihovog daljnjeg katabolizma (Asina i sur., 2016).

Zhu i sur. (2017) su istrazivali razgradnju lignina i uklanjanje boje pomocu alkalne
halotolerantne bakterije Bacillus ligniniphilus L1 tijekom 7 dana pokusa. Metabolite
razgradnje su pratili pomoéu GC-MS (engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry)
analize pri 50 °C kao optimalnom temperaturom za istraZivani soj za razgradnju lignina, s
ligninom kao jedinim izvorom ugljika, 1 u kombinaciji glukoza-lignin kao izvorom ugljika.
Nakon 7 dana inkubacije istrazivanog soja s ligninom kao jedinim izvorom ugljika zabiljezili
su 38,9 % razgradnje lignina i 30 % uklanjanje boje (Zhu 1 sur., 2017). Kako se pretpostavlja
da mangan peroksidaza i lakaza uklanjaju boju lignina (Shintani i sur., 2002), Zhu 1 sur.
(2017) sugeriraju da Bacillus ligniniphilus 1.1 mozZe luciti lakazu ili mangan peroksidazu da
bi razgradila lignin. GS-MS analizom je pokazano da je tijekom 7 dana inkubacije
istrazivanog soja sa ligninom identificirano 15 aromatskih spojeva, a 9 aromatskih spojeva je
indentificirano u kontrolnom uzorku (neinokulirani uzorak). Metabolit lignina koji je najvise
detektiran je vanilinska kiselina, 1 to 44,2 % od svih proizvedenih aromatskih metabolita.
Slijede 4'-hidroksiacetofenon sa 14,5 %, vanilin sa 8,7 % 1 4-hidroksifeniloctena kiselina sa
7,2 %. Autori smatraju da je soj L1 lignin razgradivao ali i da je razgradivao i1 aromatske
spojeve iz lignina ili koristio kao izvor ugljika ili energije. Osim detektiranih 15 aromatskih
spojeva sa jednim fenil prstenom, autori pretpostavljaju da bi moglo biti i mnogo drugih
aromatskih spojeva koji nisu detektirani pomocu GC-MS jer su prisutni u niskim
koncentracijama ispod granice detekcije. Rezultati dobiveni kombinacijom podataka GC-MS
1 genoma, upucuju da bi mogla postojati 3 puta razgradnje lignina u soju L1: gencijat put, put

benzojeve kiseline i f-ketodiapat put (Zhu 1 sur., 2017).

Jiang 1 sur. (2019) su istrazivali biorazgradnju lignina pomocu psihotrofne bakterije
Arthrobacter sp. C2 izolirane iz zemlje. Arthrobacter vrste se mogu pronaci i izolirati na
kontaminiranom okoliSu, 1 predstavljaju vaznu ulogu u biorazgradnji organskih tvari (Jiang 1
sur., 2019). Ta vrsta je sveprisutna zbog raznolike prehrane i otpornosti na stres iz okoliSa,
kao S§to su dugotrajno gladovanje, promjene osmotskog tlaka, promjene temperature,
oksidativni stres, visoke koncentracije iona teskih metala, toksi¢ne kemikalije (Guo i sur.,
2019; Niewerth i sur., 2012). Arthrobacter sp. C2 pokazuje aktivnost LiP i MnP. Kao supstrat

su koristili natrijev lignin sulfonat. Uvjeti enzimske aktivnosti soja su optimizirani
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koriStenjem RSM (engl. Response surface methodology) na temelju BBD (engl. Box-Behnken
design). Za enzimsku aktivnost optimalni uvjeti su bili pocetna vrijednost pH 6,47,
temperatura 14,9 °C, inkubacijsko vrijeme 6,87 dana i veli¢ina inokuluma 2,23 %. Za
razgradnju lignina bile su zasluzne lignin peroksidaza i mangan peroksidaza, i postignuto je
40,1 % razgradnje lignina. Brzina razgradnje lignina je odredena pomocu UV (engl. ultra
violet, hrv., ultraljubiCasto) spektrofotometrije i produkti biorazgradnje su motreni pomocu
GC-MS i FTIR (engl. Fourier transform infrared spectroscopy), i detektirane su kiseline,
fenoli, aldehidi 1 alkoholi. Razgradnja lignina pomocu psihotrofnih bakterija omogucava
razgradnju lignina 1 u hladnim podnebljima, ali 1 predstavlja uStedu energije prilikom
proizvodnje korisnih kemikalija (Jiang 1 sur., 2019). Hladno adaptirani enzimi iz psihotrofnih
bakterija, u usporedbi s istom vrstom mezofilnith i1 termofilnih enzima, pokazuju visu
kataliticku uc¢inkovitost 1 slabu termalnu stabilnost (Zhang i sur., 2015). Procesi u kojima se
primjenjuju hladno adaptirani enzimi su brzi i ekonomicni, pa se ostvaruju ustede u energiji 1

proizvodnim troSkovima (Struvay i Feller, 2012).

Yang i sur. (2018) su istrazivali biorazgradnju ligina, 1 to alkalni lignin i sirovi lignocelulozni
materijal (stabljika kukuruza, sviénjak, pSeni¢na slama), pomocu bakterije Pseudomonas sp.
Q18, izolirane iz trulog drveta u Kini. Razgradnju alkalnog lignina su pratili nakon 3 i nakon
7 dana inkubacije. Proces razgradnje lignina je pracen metodama gel-permeacijskom
kromatografijom (GPC, engl. gel-permeation chromatography), skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom-emisija kroz polje (FE-SEM, engl field-emission scanning electron
microspoce) 1 GC-MS. U uzorcima sirovog lignina, nakon obrade sa Pseudomonas sp. Q18
koli¢ina preostalog lignina je bila smanjena, pri ¢emu je koli¢ina preostalog materijala u
odnosu na sveukupni lignin bila niza za svi¢njak nego za stabljiku kukuruza i pSenic¢nu
slamu. Obrada svi¢njaka je rezultirala najve¢im gubitkom mase od suhe biomase, skoro 25
%, u odnosu na stabljiku kukuruza i pSeni¢nu slamu. FE-SEM analiza pSeni¢ne slame nakom
obrade sa Pseudomonas sp. Q18 je pokazala naruSenu strukturu stabljike i brojne male
fragmente na povrSini u odnosu na izgled pSeni¢ne slame prije razgradnje. Analiza GPC
alkalnog lignina je pokazala smanjenje molekulske mase nakon obrade istrazivanim sojem,
Sto se podudara sa sadrzajem lignina nakon obrade. Rezultati GPC sugeriraju da su cestice
alkalnog lignina visoke molekulske mase depolimerizirane u manje Cestice nakon obrade. FE-
SEM analiza alkalnog lignina je pokazala da je nakon obrade glatka povrSina lignina potpuno

erodirala nakon obrade. Analiza pomo¢u GC-MS je pokazala da su nakon inkubacije lignina
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sa Pseudomonas sp. Q18 znacajno poraste koncentracije aromatskih spojeva s fenolnim
prstenom, $to upucuje na razgradnju lignina. Depolimerizacija lignina, aromatski katabolizam
1 proizvodnja koprodukata su se odvijali istovremeno. Tijekom procesa razgradnje alkalnog
lignina, koli¢ina organskih kiselina i estera je rasla, poput oksalne kiseline, etil acetata 1 3-
acetiloksibutanske kiseline etil ester. Taj porast moguée odrazava kemijske reakcije medu
primarnim mikrobnim metabolitima ili cijepanje intermedijata lignina nakon razgradnje.
Autori istrazivanja pretpostavljaju da soj Q18 posjeduje DyP peroksidazu, na temelju analize
lignin-deriviranih metabolita. Ovaj soj ima potencijala za primjenu u rafineriji za

biorazgradnju lignoceluloze (Yang i sur., 2018).

Niu 1 sur. (2021) su istrazivali razgradnju lignina pomoc¢u Brevibacillus thermoruber, pri
temperaturama 37 °C 1 55 °C. Bakterija Brevibacillus thermoruber ima sposobnost lucenja
MnP, LaC 1 LiP 1 izolirana je iz aerobnog komposta od stabljike kukuruza i mulja
prehrambene tvornice. Bacillus posjeduju Siroke fizioloSke karakteristike, visoku
adaptabilnost, kratak ciklus proliferacije, te mogu proizvesti termostabilne enzime. Za analizu
lignina prije 1 nakon razgradnje koristene su AFM (engl. Atomic force microscopy), FTIR 1
UHPLC-QTOF/MS (engl. Ultra-High-Performance Liquid Chromatography—Quadrupole
Time-of-Flight—Tandem Mass spectrometry). Tijekom biorazgradnje lignina, tijekom 7 dana
pomocu bakterije Brevibacillus thermoruber postignuto je 81,97 % razgradnje lignina, slicno
kao §to se postize razgradnjom lignina pomocu funga. Pri 37 °C put razgradnje lignina (G 1 H
monomeri) se odvijao preko B-ketodiapat puta. Pri 55 °C produkt razgradnje lignina (S
monomer) je bio uglavnom benzojeva kiselina, odnosno, put razgradnje lignina se odvijao
preko puta benzojeve kiseline. Ekstracelularni enzimi koje je lucila Brevibacillus
thermoruber su se adsorbirali na povrSinu lignina, §to je narusilo srukturu lignina, povecalo
hrapavost povrSine, smanjilo veli¢inu povrsine, povecalo specifiénu povrsinu 1 povecalo broj
aktivnih mjesta, Sto je potpomoglo razgradnju lignina. Produkti razgradnje lignina su
analizirani 1 usporedeni s Metlin bazom podataka, pri ¢emu je identificirano 40 spojeva.
Koli¢ina produkata razgradnje lignina se mijenjala tijekom vremena i u ovisnosti o
temperaturi pri kojoj se odvijala razgradnja. Uc€inkovitost razgradnje lignina je rasla s

porastom temperature (Niu i sur., 2021).
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3. ZAKLJUCCI

1z ovog rada proizlaze zakljucci:

1. Lignin kao dio lignoceluloze je visokovrijedna sirovina, ima veliki potencijal za
proizvodnu biogoriva, alternativni je izvor kemikalija kao zamjena za kemikalije
dobivene iz derivata nafte, te u brojnim preparatima lignina koji imaju primjenu u
Sirokom spektru podrucja, primjerice kao antioksidansi, prebiotici u sto¢noj hrani,

briketi ugljena, Sperploca, iverice, disperzirajuci agensi za pesticide, emulgatori

2. Bakterijska razgradnja lignina se primjenjuje zbog izuzetne prilagodljivosti bakterija
na okoli§, raznolike biokemije 1 proizvodnje enzima. U odnosu na funge, bakterije
mogu tolerirati Siri raspon vrijednosti pH, temperature 1 dostupnosti kisika, te je njima
lakSe upravljati

3. Bakterije koje imaju sposobnosti modificiranja i razgradnje lignina spadaju u a-
proteobakterije, y-proteobakterije, neke Firmikute i aktinomicete, a lignoliticke

bakterije su pronadene u zemlji, kompostu, sedimentima, Zzivotinjama, zeludcu

insekata i kanalizaciji

4. Biorazgradnja lignina se provodi ekstracelularnim enzimima: lignin peroksidaza,

mangan peroksidaza, lakaza, svestrana peroksidaza i peroksidaza dekolorizacije boje

5. Budu¢i da je sastav lignina jako varijabilan, kao i1 koriSteni enzimi za razgradnju

lignina, produkti razgradnje lignina takoder variraju
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Izjava o izvornosti

Ja Matea Rukavina izjavljujem da je ovaj zavrini rad izvorni

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

koji su u njemu navedeni.

cMatea Tubosrina

Vlastoruéni potpis
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