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Sazetak:

U ovom istrazivanju analizirana je koncentracija teskih metala (bakra, Zeljeza i mangana) na drvnoj
biomasi topole i smreke prije i nakon povrSinskog uzgoja micelija gljiva Formitopsis pinicola i
Phanerochaete chrysosporium. Analiza metala provedena je koriStenjem opticke emisijske spektrometrije
s induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES). Rezultati analize pokazali su utjecaj rasta micelija na
promjenu koncentracije iona metala (Zeljeza, bakra i mangana) na povrsini drva smreke i topole. Takoder,
u radu su opisani razvoj i validacija /CP-OES metode mjerenja koncentracije metala Zeljeza, bakra i
mangana u supernatantima dobivenim ispiranjem povrSine drva prije i nakon uzgoja micelija gljiva F.
pinicola i P. chrysosporium.

Kljuéne rijeci: drvna biomasa, Formitopsis pinicola, ICP-OES spektrometar, Phanerochaete
chrysosporium, teSki metali

1. UVOD

Biorazgradnja lignocelulozne biomase vazan je proces za kruzenje ugljika u prirodi. Lignoceluloza je
makromolekularni kompleks koji se sastoji od lignina, celuloze i hemiceluloze. Fizikalno-kemijska svojstva vezana uz
kompleksnu strukturu lignocelulozne biomase ¢ine biomasu otpornom na razgradnju (Kumar i sur., 2006). Stoga je proveden
veliki broj istrazivanja s ciljem da se istraze mehanizmi bioloske razgradnje lignoceluloznih sirovina. U ovim istrazivanjima
koriSteni su mikroorganizmi i gljiva smedeg i bijelog truljenja s sposobnos¢u biorazgradnje lignina, hemiceluloze i celuloze
(Pérez i sur., 2002). Gljive bijelog truljenja privukle su posebnu pozornost zbog njihove sposobnosti razgradnje lignina
(Hatakka, 2001). Phanerochaete chrysosporium istrazivane su zbog sposobnosti uc¢inkovite razgradnje lignina koriStenjem
lignolitickih enzima (Yu i sur., 2009). Aktivnost lignolitickih enzima tijekom rasta micelija i razgradnje lignocelulozne
biomase ovisi o koncentraciji metala. Stoga, teski metali utjecu na rast micelija i uzrokuju morfoloske i fizioloske promjene
(Pages i sur., 2007), te posredno utjecu na biorazgradnju lignocelulozne biomase. Medutim, nedostatak teskih metala negativno
utjeCe na rast micelija i usporava metabolicke procesa tijekom rasta gljiva i razgradnje biomase (Tuomela i sur., 2005).
Tijekom prethodnih istrazivanja istrazen je utjecaj koncentracije iona metala bakra i cinka na rast micelija gljiva bijelog
truljenja, te je istrazena bioakomulacijska sposobnost imobiliziranih stanica micelija Phanerochaete chrysosporium (Igbal i
Edyvean, 2004). Pokazalo se da gljive mogu rasti uz nizu koncentraciju metala, razgraduju¢i lignoceluloznu biomasu i
akumuliraju¢i metale cinka i bakra u biomasu micelija (Zenget i sur., 2007). Medutim, uc¢inci teskih metala na rast micelija i
aktivnost lignocelulolitickih enzima jo§ uvijek nisu istrazeni. Stoga je potrebno provesti dodatna istrazivanja vezana uz
mehanizme vezanja metala i koriStenje metala, osobito tijekom rasta micelija gljiva na lignoceluloznoj biomasi ,,in situ®.
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Takoder potrebno je odrediti utjecaj metala na aktivnost enzima i efikasnost razgradnje biomase. Da bi se mogle pratiti
promjene koncentracije metala tijekom rasta micelija gljiva na lignoceluloznoj biomasi ,,in situ potrebno je razviti pouzdanu
analiticku metodu za mjerenje koncentracije metala.

U ovom istrazivanju odabrane su dvije vrste micelija gljiva P. chrysosporium i F. pinicola. P. chrysosporium pripada gljivama
bijelog truljenja te tijekom rasta micelija proizvodi vise lignolitickih enzima i razgraduje lignin. F. pinicola pripada gljivama
smedeg truljenja te tijekom rasta micelija proizvodi vise celulolitickih enzima i razgraduje celulozu i hemicelulozu. Uzgoj i
rast micelija proveden je na dva razli¢ita drva smreke i topole. Smreka je odabrana kao mekse drvo, a topola kao tvrde drvo.
Cilj je bio utvrditi utjecaj rasta micelija na promjenu koncentracije iona metala (Zeljeza, bakra i mangana) u supernatantima
prije i nakon uzgoja gljiva na odabranim uzorcima drva smreke i topole. Takoder u radu su opisani razvoj i validacija metode
mjerenja koncentracije metala u supernatantima koriStenjem metode induktivno spregnute plazme s opti¢ko emisijskom
spektroskopijom (ICP OES).

2. MATERIJALI I METODE

2.1. Drvna biomasa
Kao hranjiva podloga za radni mikroorganizam koristena je drvna biomasa smreke kao predstavnika crnogori¢nog
drveta te topole kao bjelogori¢nog.

2.2. Miceljj

Koristeni su micelij gljiva bijelog truljenja P. chrysosporium (Slika 1) i gljiva smedeg truljenja F. pinicola (Slika 2).
Micelij su uzgajane na drvnoj biomasi smreke i topole kroz 2 odnosno 10 tjedana. Nakon Cega su isprane destiliranom vodom s
drveta te su u daljnjem eksperimentu koristeni tekuéi uzorci drveta. Provedena je analiza uzoraka prikazanih u tablici 1.

Tablica 1. Uzorci na kojima je provedena analiza.

Uzorci Vrsta gljive Supstrat Vrijeme uzgoja (tjedni)
30 neg. kontrola topola 2
29 neg. kontrola smreka 2
28 P. chrysosporium topola 2
27 P. chrysosporium smreka 2
26 F. pinicola topola 2
25 F. pinicola smreka 2
4 P. chrysosporium topola 10
3 P. chrysosporium smreka 10
2 F. pinicola topola 10
1 F. pinicola smreka 10
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Slika 2. F. Pinicola porasla na ostacima drveta smreke

2.3. Kemikalije
Popis kemikalija koristenih za analizu koncentracije metala u drvnoj biomasi nalazi se u tablici 2.

Tablica 2. Kemikalije za analizu

Kemikalija Proizvodad
Dusic¢na kiselina (HNO;) BDH, Ujedinjeno Kraljevstvo
ICP Multi-element standard Certipur, Njemacka
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2.4. Uredaj

Za odredivanje metala u teku¢im uzorcima koristen je Shimadzu ICP Emisijski Spektrometar, tip ICPE-9000 (Slika 8,
Prilog 1) u Centralnom kemijsko - tehnoloSkom laboratoriju. Razlog odabira ba$ tog instrumenta je ocekivanje izrazito malih
koncentracija metala u uzorku, a limiti detekcije ICP-OES spektrometra su 0.0073845 mg/L za Zzeljezo, 0.0024539 mg/L za
bakar i 7.776878-10™* mg/L za mangan.

2.5. ICP-OES razvoj i validacija metoda

Koristena metoda je QuanBase (Standard mode) za kvantitativnu analizu elemenata, Cije su karakteristike koriStenjem
standardnog rasprsivaca s peristaltickom pumpom, uz normalni aksijalni pogled plazme, koji se koristi za postizanje nizih
granica detekcije s ve¢om precizno$¢u. Valne duljine analize odredene su pomocu internacionalnog standarda ISO 11885
Water quality — Determination of selected elements by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES).
Za pripremu standarda koristeno je: zakiseljena voda (10 %-tni HNO;, pripremljen pomoc¢u vode i 69 % HNO;) i multi
element 1000 mg/L. Pripremljeno je Sest razli¢itih koncentracija standarda (0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 1 0.5 mg/L) te smo za svaki
element (Cu, Mn, Fe) dobili bazdarni dijagram. Prije analize potrebno je zakiseliti uzorke sa HNO; (u 10 mL uzorka 100 pL
HNO:;s) kako bi se vezali metali u otopini. Peristalticka pumpa uvodi tekuéi uzorak u rasprsivac, gdje nastaje aerosol koji se
unosi u plazmenu ICP baklju u kojoj otapalo isparava i pobuduju se elektroni. U sprej komori, velike kapljice odvajaju se u
otpad, a fine male kapljice se odvode do plazme. Vise od 99 % injektiranog uzorka odlazi u otpad, dok se svega 1 % ili manje
odvodi do plazme. U plazmi se pobuduju ioni, a pri povratku u osnovno stanje dolazi do emisije zracenja karakteristi¢nih
valnih duljina za pojedini element te je upravo intenzitet tog emitiranog zracenja mjera koncentracije analita u plazmi.
Zracenje se detektira i pretvara u elektricne signale koji se potom konvertiraju u informacije o koncentracijama elemenata.

3. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom istrazivanju odabrane su dvije vrste micelija gljiva P. chrysosporium 1 F. pinicola. P. chrysosporium pripada
gljivama bijelog truljenja te tijekom rasta micelija proizvodi viSe lignolitickih enzima i razgraduje lignin. F. pinicola pripada
gljivama smedeg truljenja te tijekom rasta micelija proizvodi vise celulolitickih enzima i razgraduje celulozu i hemicelulozu.
Uzgoj i rast micelija proveden je na dva razli¢ita drva smreke i topole. Smreka je odabrana kao mekse drvo, a topola kao tvrde
drvo. Cilj je utvrditi utjecaj rasta micelija na promjenu koncentracije iona metala (zeljeza, bakra i mangana) u supernatantima
prije i nakon uzgoja gljiva na odabranim uzorcima drva smreke i topole, odnosno bioakomulacijsku sposobnost istrazivanih
micelija gljiva.

3.1. Analiza koncentracija iona bakra nakon rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola na drvu smreke i topole

U uzorcima drvne biomase na kojima je rasla P. chrysosporium prvo je vidljiv pad koncentracije Cu, a zatim rast. Dok
je znacajniji porast zabiljeZzen u uzorku topole na kojoj je rasla F. pinicola (s 0.0108 na 0.0678 mg/L). Rastom micelija gljiva
na povrsini drva dolazi do razgradnje organskog dijela i oslobadanja mineralnih tvari i iona metala. Oslobodene ione metala,
nakon rasta, gljive koriste za rast i sintezu lignolitickih i hemicelulolitickih enzima. Porast koncentracije iona bakra u
supernatantu nakon rasta F. pinicola na topoli ukazuje na smanjenu aktivnost enzima koji u aktivnom mjestu imaju ione bakra.
Ovo se prije svega odnosi na lakazu. Stoga se u ovim supernatantima moze ocekivati znatno niza aktivnost lakaza (Slika 3.).
Razlika u koncentracije iona bakra nakon rasta F. pinicola na topoli odnosno na smreki moze se objasniti utjecajem fizikalno-
kemijskih svojstava biomase drva. Razli¢ita mehanic¢ka svojstva (Cvrstoca, tvrdoca), te struktura istrazivanih uzoraka drva
znacajno utjece na rast gljiva i razgradnju osnovnih jedinica drvne biomase (celuloza, hemiceluloza i lignin). F. pinicola
(gljiva smede trulezi) sintetizira vise hemicelulolitickih enzima i razgraduje celulozne jedinice pri ¢emu ostaje nerazgradeni
lignin. P. chrysosporium Koristi drvnu biomasu za sintezu lignolitickih enzima i razgraduje lignin pri ¢emu nerazgradena ostaje
celuloza. P. chrysosporium tijekom rasta koristi ione bakra za sintezu lignolitickih oksidoreduktaza (lakaze) koje u aktivnom
mjestu imaju ugraden ion bakra (Podgornik i sur. 2001). Stoga je nakon rasta P. chrysosporium zabiljezena znatno niza
koncentracija iona bakra u supernatantima. Pretpostavka je da su tijekom rasta P. chrysosporium ioni bakra iskoristeni za
sintezu lakaze. Ovu pretpostavku trebalo bi provjeriti mjerenjem aktivnosti lakaze u supernatantima.
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Slika 3. Koncentracije iona bakra u supernatantu tijekom rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola na drvu smreke i topole.

3.2. Analiza koncentracija iona Zeljeza nakon rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola na drvu smreke i topole

Znacajniji rast koncentracije Fe utvrden je u uzorcima drvne biomase na kojoj je porasla F. pinicola, kod smreke sa
0.0191 mg/L na 0.141 mg/L, te kod topole sa 0.0183 mg/L na 0.197 mg/L (Slika 4.). Ioni Zeljeza kao i ioni bakra inhibiraju
djelovanje celulaza, a aktiviraju lignoliticke enzime. F. pinicola pripada grupi gljiva smedeg truljenja te sintetizira celuloliticke
enzime. Porast koncentracije iona Zeljeza nakon rasta F. pinicola na drvu smreke i topole ukazuje na moguénost inhibicije
celulolitickih enzima i smanjenja njihove aktivnosti u supernatantima (Pereira i sur. 2016 ). P. chrysosporium sintetizia tijekom
rasta lignoliticke enzime te ih koristi u razgradnji lignina. Za sintezu lignoliti¢kih enzima P. chrysosporium koristi ione metala
te ih ugraduje u aktivna mjesta lignolitickih enzima. Stoga je izmjerena koncentracija iona Zeljeza nakon rasta P.
chrysosporium na drvu topole i smreke niza u uporedbi s koncentracijama iona zeljeza izmjerenim nakon rasta F. pinicola.
Navedena zapazanja trebalo bi potvrditi mjerenjem aktivnosti lignolitickih i celuloliti¢kih enzima u dobivenim supernatantima
nakon uzgoja P. chrysosporium i F. pinicola.
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Slika 4.. Koncentracije iona Zeljeza u supernatantu tijekom rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola na drvu smreke i
topole.

3.3. Analiza koncentracija iona mangana u supernatantu tijekom rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola na drvu smreke
i topole

1z Slike 5 je vidljiv pad koncentracije mangana, najznacajniji u uzorcima smreke, gdje s 3.07 mg/L koncentracije padne na
0.326 mg/L (smreka na kojoj je porasla P. chrysosporium), odnosno na 0.190 mg/L (smreka na kojoj je porasla F. pinicola).
Tijekom razmatranja promjene koncentracija iona mangana, potrebno je uzeti u obzir i utjecaj vezanja iona mangana na
biomasu micelija gljiva. Ionska jakost i ionski radijus iona mangana razli€iti je od ionskog radijusa i ionske jakosti iona Zeljeza
i bakra. Stoga je afinitet za vezanje iona metala adsorpcijom na povrSini micelija razli¢it. Efekti adsorpcije i bioakomulacije
utjecu na bioraspolozivost ovih metala u supernatantima nakon razgradnje drva i rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola.
Ukoliko prevladava efekt adsorpcije koncentracija iona metala u supernatantu se smanjuje tijekom rasta micelija. Adsorpcijski
afinitet ovisi o fizikalnim svojstvima biomase odnosno o navedenim svojstvima iona. Bioakomulacija je vezana uz
biokemijske procese unutar stanica micelija i ugradnju iona metala u biomasu. Ukoliko prevladava efekt adsorpcije,
koncentracija metala se smanjuje s vremenom, kao u sluc¢aju adsorpcije iona mangana. Da bi potvrdili navedeno potrebno je
napraviti analizu koncentracije iona metala vezanih na povrsini micelija nakon uzgoja. Takoder potrebno je razmotriti i
mineralni sastav koriStene biomase odnosno koncentraciju metala nakon spaljivanja koriStene biomase te izmjeriti
koncentraciju istrazivanih metala u koristenom drvu smreke i topole. 1z dobivenih rezultata koncentracije iona mangana nakon
uzgoja na drvu topole moze se zakljuditi da je koncentracija ovih metala u biomasi niza u usporedbi s ionima metala Zeljeza i
bakra. Ovakvo zapazanje trebalo bi potvrditi mjerenjem mineralnog sastava topole i smreke nakon spaljivanja.
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Slika 5. Koncentracije iona mangana u supernatantu tijekom rasta micelija P. chrysosporium i F. pinicola na drvu smreke i
topole.

4. ZAKLJUCAK

Znacaj prikazanog istrazivanja je u razvoju i validaciji metode mjerenja niskih koncentracija metala tijekom rasta gljiva F.
pinicola 1 P. chrysosporium na drvu topole i smreke. Pri tome je, zbog moguénosti analize vrlo niskih koncentracija metala u
uzorcima drvne biomase koriStena opticke emisijske spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (/CP-OES). Limiti
detekcije ICP-OES spektrometra su 0.0073845 mg/L za Zeljezo, 0.0024539 mg/L za bakar i 7.776878-10* mg/L za mangan.
Na osnovu promjene koncentracije metala tijekom rasta micelija gljiva F. pinicola i P. chrysosporium na drvu smreke i topole
odredena je bioakomulacijska sposobnost navedenih micelija gljiva. Koncentracija mangana se smanjila u svim analiziranim
uzorcima, Sto ukazuje na sposobnost F. pinicola i P. chrysosporium da bioakumuliraju teske metale. Navedeno bi trebalo
potvrditi analizom koncentracije iona metala vezanih na povrSini micelija nakon uzgoja micelija.
Nakon rasta F. Pinicola na drvu topole u uzorcima su izmjerene najviSe koncentracije iona bakra i zeljeza, $to ukazuje na
smanjenu aktivnost enzima, poput lakaze. P. chrysosporium koristi ione bakra i Zeljeza tako Sto ih ugraduje u aktivna mjesta
lignolitickih enzima, stoga su izmjerene koncentracije navedenih metala nize. Ove pretpostavke bi trebalo potvrditi dodatnim
mjerenjima aktivnosti enzima u uzorcima nakon rasta istrazivanih gljiva.
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